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1 SOMMAIRE 
 
Chaque jour de nouveaux produits synthétiques sont produits et se retrouvent plus tard 
dans l’environnement. À l’heure actuelle, des normes sont mises en place pour la 
régulation d’émission de nombreux contaminants, mais nombre d’entre eux ne sont 
encore soumis à aucune loi. De par leurs faibles présences dans la nature, la mise en 
place de règlementations est une tache rigoureuse. En effet, les règlementations sont 
majoritairement basées sur des essais de toxicité aigüe car la prise en compte des effets 
dus aux concentrations traces ainsi que la complexité des molécules présentes 
nécessitent une instrumentation analytique très spécifique. Les effets au long terme ne 
sont donc que rarement pris en compte dans la législation. Cependant de nombreuses 
études ont prouvées que des concentrations traces peuvent avoir des impacts importants 
sur la croissance de nouveaux nés pour de nombreuses espèces. C’est par exemple le cas 
des composés biphényls polychlorés qui ont été prouvés comme retardant la croissance 
des nouveaux nés humains soumis à une contamination in-utéro. De même une 
exposition aux néonicotinoïdes est corrélée avec une augmentation de l’infertilité de 
plusieurs espèces aviaires. Les concentrations retrouvées dans ces cas sont en dessous 
des normes existantes mais des effets subléthaux importants sont observés. Ces effets 
dépendent de beaucoup trop de facteurs pour pouvoir être quantifiés de façon 
suffisamment rigoureuse pour les incorporer dans des règlementations officielles. Bien 
que certains organismes considèrent ces effets dans des lignes directives, tel que l’EPA, 
elles ne peuvent pas être appliquées dans des lois de par leurs dépendances à des 
conditions précises.  
La présence d’un contaminant peut s’avérer dangereuse pour l’environnement mais une 
dynamique différente peut avoir lieu si plusieurs d’entre eux sont présents. La toxicité 
individuelle de chaque composé peut être accrue ou diminuée en la présence d’autres 
contaminants, ceci est appelé l’effet cocktail (effet synergique, antagoniste, agoniste, 
etc). Ainsi ces effets obtenus en laboratoire ne reflètent pas la réalité environnementale 
de ces contaminations. La quantification simultanée de nombreux composés est un 
domaine qui se développe de plus en plus. Son utilité est bien réelle car elle permet 
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d’augmenter le nombre de méthodes robustes et ainsi améliorer la qualité des normes 
actuelles pour l’analyse multirésiduelle de contaminants organiques. Le développement 
de méthodes simples, robustes et efficaces est un domaine très important en chimie 
analytique. Cependant la plupart des méthodes multirésiduelles sont réalisées sur des 
composés ayant des propriétés physico chimiques très proches. Pour ce mémoire, les 
études sont faites sur des composés appartenant à différentes familles et couvrant une 
vaste gamme de propriétés physico chimiques afin d’avoir une meilleure représentation 
des contaminations environnementales réelles. L’un des principaux obstacles de ce 
genre de travaux est la nature de la matrice étudiée. Plus la matrice va être complexe, 
plus les interactions avec les analytes et ou le solvant vont variées, rendant l’extraction 
de composés ayant des propriétés différentes plus délicate.  
Les travaux présentés dans ce mémoire consistent en le développement de méthodes 
d’analyse de contaminants dans des matrices biologique dans le but de les utiliser 
comme outils de marqueurs de contamination environnementale (projets parallèles).  
Le premier projet s’incruste dans l’étude GESTE (Grossesse et Enfant en Santé – étude 
sur la Thyroïde et l’Environnement) qui a pour but, entre autres, d’étudier l’effet de 
stress in-utéro sur le développement des enfants. Les contaminants ont pu être détectés 
par analyse de méconiums récupérés à la naissance de l’enfant. La méthode d’extraction 
utilisée consiste en une étape d’extraction solide-liquide, suivie d’une purification par 
dispersion de phase solide et analyse par UPLC-MS/MS Xevo TQ (Waters) pour les 
contaminants organiques. La séparation est faite à l’aide d’une colonne 100 mm x 2.1 
mm, 1.8 µm équipé d’un pré filtre de 0.2 µm (Waters). Les contaminants inorganiques 
sont minéralisés dans de l’acide nitrique puis dilués pour analyse par ICP-MS Xserie II 
(Thermo Scientifique). Ces méthodes ont été appliquées sur 500 échantillons provenant 
principalement de la région de l’Estrie au Québec (Canada). Les résultats montrent des 
concentrations inférieures à celles rapportées dans la littérature pour l’analyse de 
contaminants organiques ainsi qu’inorganiques. Ceci montre que l’Estrie est une région 
ou l’exposition à ces contaminants est faible. Les seules exceptions sont la caféine et 
l’acétaminophène. Leurs taux de détections sont de 20 à 30% plus élevés que ceux 
reportés dans la littérature et leurs concentrations moyennes sont 5 à 10 fois plus 
importantes.  
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Le second projet est le développement d’une méthode d’analyse de perturbateurs 
endocriniens dans des eaux usées. Ce projet est fait en collaboration avec le groupe SMi 
dans le but d’accroitre leurs prestations analytiques en développant une méthode 
performante d’analyse des nonylphenoles. La méthode consiste à une extraction sur 
phase solide (Strata X) d’échantillon d’eau et une élution au méthanol puis une analyse 
par UPLC-MS/MS. Les composés sont séparés sur une colonne BEH C18 1.7 µm; 
2.1x50 mm (Waters). Cette méthode a pu être validée avec les critères imposés par la 
compagnie.  
Mots clés : Développement de méthode; spectrométrie de masse; analyse 
multirésiduelle; contamination anthropique; matrices environnementales complexes 
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INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 
L’espérance de vie moyenne est en constante augmentation et à atteint aujourd’hui des 
records jamais égalés (1). Ce phénomène est explicable par les avancées faites, entre 
autres, dans les domaines de la médecine et de la pharmacologie. Ceci a entrainé une 
croissance de la consommation mondiale en produits pharmaceutiques (2,3). 
L’utilisation de médicaments rend le traitement de maladie plus simple et efficace. Ceci 
a pour effet de diminuer le taux de mortalité et s’est traduit par une augmentation 
exponentielle de la population mondiale au cours du dernier siècle.  Dans un essai écrit 
en 1826, peu après que la population mondiale ait dépassé un milliard d’individus, un 
économiste nommé Thomas Malthus prédit que la production agricole ne serait plus 
suffisante pour pouvoir nourrir tout le monde dans les 50 années suivantes (4). 
Cependant, la venue de la révolution industrielle a changé cela. De nos jours, la 
production agricole mondiale peut subvenir aux besoins de 8 à 10 milliard de personnes 
(5). Ceci ne serait cependant pas possible sans l’utilisation de produits 
phytopharmaceutiques qui, entre autre, évitent la destruction des cultures par des 
ravageurs ou des maladies et augmentent les rendements des récoltes (6). 
L’utilisation de ces produits a considérablement amélioré le niveau de vie des pays 
développés. Bien qu’ils apportent de nombreux avantages, ils ont tendance à se retrouver 
dans l’environnement et à être la source reconnue de différents problèmes. Ceci est 
principalement dû au fait que les stations d’épurations ne sont pas conçues pour traiter 
les contaminants organiques retrouvés dans les eaux usées (7). Dans certains cas, les 
composés ne sont pas dégradés par les stations d’épurations, montrant un traitement non 
adapté pour ce type de contaminant, c’est le cas notamment de certains surfactants 
comme le nonylphénol (8). L’eau étant l’un des principaux vecteurs des contaminations, 
ces produits se retrouvent alors facilement dans l’environnement. C’est d’autant plus 
vrai dans le cas des pesticides (à usage industriel et domestique) dont la contamination 
anthropique est omniprésente, que ce soit dans l’eau, l’air ou le sol (9–11). Ceci 
augmente grandement les sources possibles de contamination ainsi facilitant l’exposition 
de la faune à ces contaminants.  
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Les concentrations retrouvées dans l’environnement pour la majorité des contaminants 
organiques sont souvent faibles, de l’ordre du ppb (partie par milliard), bien en dessous 
de leur seuil de toxicité (12,13). Dans la grande majorité des cas, les effets à ces 
concentrations sont rarement dangereux pour la santé humaine mais peuvent tout de 
même des effets néfastes sur l’environnement. Les impacts peuvent être similaires chez 
les humains et les animaux, par exemple, l’exposition aux pesticides des hommes est 
corrélée avec une augmentation du taux de fausse couche (14), et avec une diminution 
des chances de reproduction d’animaux vertébrés (15). Suite à l’exposition, si le fœtus 
parvient à naitre, des problèmes plus importants peuvent alors avoir lieu. Chez l’homme, 
une contamination fœtale peut ne pas avoir d’impacts évident lors de la naissance du 
nouveau-né mais se manifeste par la suite avec des problèmes de neurodéveloppement 
(16,17). Quantifier l’exposition aux contaminants organiques des juvéniles peut nous 
donner d’importantes informations sur les populations des espèces étudiées. Leur étude 
permet d’avoir des informations sur l’état de santé globale d’une nouvelle génération 
ainsi que le transfert d’une génération à l’autre. Ceci permet de voir quel impact a une 
contamination anthropique de l’environnement sur la faune sauvage. 
Bien que de nombreuses recherches montrent leur présence dans l’environnement, la 
mise en place de normes et de directives rigoureuses sur l’émission de ces composés est 
une chose délicate à faire. L’un des principaux problèmes de ces contaminants est que 
leur toxicité est peu étudiée dans des conditions environnementales réelles (18). En effet, 
les études se font sur la substance active d’intérêt seule dans un milieu contrôlé et leurs 
effets à long terme sont peu étudiés. Ce problème est accentué par le fait que ces 
composés sont rarement présents seuls et sont généralement accompagnés d’une 
multitude d’autres substances à caractère plus ou moins toxique. Les effets de ces 
molécules lorsqu’elles sont mélangées peuvent alors être plus toxiques 
qu’individuellement (19), ceci est aussi appelé l’effet cocktail. L’évaluation réelle de la 
toxicité de ces composés et leur effet sur le long terme sont donc inconnus, ce qui 
empêche la mise en place de directives règlementaires précises (18). Seule une infime 
partie des produits retrouvés dans l’environnement sont soumis à une règlementation, 
cependant cette liste se remplie de plus en plus chaque année (20,21). 
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Un autre problème posé par ces composés est au niveau de leur mesure. L’analyse de 
contaminants organiques est une tâche délicate et en évolution constante. À l’heure 
actuelle, les méthodes d’analyses multirésiduelles permettent de quantifier au plus 
quelques centaines de composés en une seule analyse dans une matrice simple (i.e eau) 
(22,23). Quantifier avec précision autant de contaminants en une seule analyse est une 
tâche délicate. Il est nécessaire que les composés aient des propriétés suffisamment 
proches pour pouvoir utiliser une seule méthode d’extraction et d’analyse. Les analyses 
dans des matrices simples posent généralement peu de problèmes, ce qui n’est pas le cas 
dans des matrices plus complexes (e.g : boue, sol, matériel biologique…) qui peuvent 
interférer avec la méthode d’extraction ou d’analyse. La mise en place d’une méthode 
universelle pour l’analyse de composés organiques, à l’heure actuelle, est une chose 
impossible à faire, et peu de méthodes permettent une extraction efficace de ces analytes 
dans des matrices complexes. Une méthode introduite en 2003 appelée « QuEChERS » 
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) a répondu partiellement à ce 
problème en permettant l’extraction de nombreux pesticides dans une grande variété de 
matrices (24). Cette méthode combine une extraction liquide-liquide ainsi que solide-
liquide en plusieurs étapes. Cependant elle ne permet pas toujours leur extraction dans 
des matrices complexes. C’est pour cela que le développement de nouvelles méthodes 
permettant l’analyse multirésiduelle de contaminant d’intérêt émergent est nécessaire 
afin de permettre la mise en place de meilleures directives règlementaires sur ces 
contaminants.  
Dans le cadre de cette maitrise, nous allons donc faire le développement et la validation 
de méthodes d’extraction de contaminants organique et inorganique afin de les utiliser 
comme outil dans la réalisation de projets séparés. La recherche de l’un des projets est 
centrée sur l’analyse de produits pharmaceutiques et phytopharmaceutiques qui sont, de 
nos jours, grandement utilisés et souvent retrouvés dans l’environnement. La méthode 
est développée pour faire l’extraction de ces composés d’une matrice complexe, le 
méconium. Cette matrice est encore peu étudiée nécessite une attention particulière. Le 
second projet consiste à développer une méthode d’extraction et d’analyse 
d’alkylphénols dans des eaux usées afin que cette méthode puisse être utilisée en routine 
en industrie.  
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1 CHAPITRE 1 : NOTION THÉORIQUES 
 
1.1 CONTAMINANTS D’INTÉRÊTS ÉMERGENTS :  
 
Au sens large, les contaminants d’intérêt émergent sont les composés étant récemment 
analysés et posant de potentiel problèmes pour l’homme ou l’environnement (25). 
Certains composés peuvent être présents dans l’environnement mais ne sont détectable 
qu’avec l’arrivée de méthodes de détections modernes plus sensibles telles que la 
spectrométrie de masse. L’intérêt porté à ces composés peut alors augmenter 
exponentiellement ainsi que le nombre de publications liées à ce problème (Figure 1). 
Comme son nom l’indique, les recherches faites sur les contaminants d’intérêt émergent 
sont récentes, avec la majorité des publications étant apparues dans les 20 dernières 
années.  
Une liste complète de ces contaminants n’est pas faisable car cette liste est dynamique et 
de nombreux composés sont continuellement développés et produits. Les données 
concernant ces composés sont limitées car les analyses sont principalement faites sur les 
composés soumis à des régulations (25). Cependant, de plus en plus d’information est 
disponible, notamment sur la base de données de l’EPA (Environnemental Protection 
Agency, U.S), mettant à jour chaque année les substances dangereuses pour l’homme et 
l’environnement. La liste contient des contaminants variés tels que les nanomatériaux, 
des composés perfluorés, des composés pharmaceutiques, des pesticides, des hormones, 
des liquides ioniques, etc… (26). 
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Figure 1: Nombre d'article scientifiques annuels concernant "acid rain" ou "acid 
deposition" (AR), "Lead in drinking water" (Pb) ou "Contaminants of emmerging 
concern" (CEC) pouvant être trouvés grâce à une recherche bibliographique dans 
ScienceDirect (Adapté de Sauvé et al. (27)) 
 
1.2 MÉTHODES D’ANALYSES DES CONTAMINANTS D’INTÉRÊT ÉMERGENT 
 
Les méthodes permettant l’extraction et l’analyse de composés d’une matrice sont 
nombreuses et variées. Elles reposent, dans la majorité des cas, sur des différences 
d’affinité entre les analytes à extraire, la matrice et l’élément utilisé pour l’extraction. 
On distingue majoritairement deux types d’extractions. Dans les deux cas, le principe 
repose sur la constante de distribution des analytes entre deux phases immiscibles. Pour 
l’extraction liquide-liquide (LLE), les analytes sont séparés entre deux solvants 
immiscibles en fonction de leur solubilité et pour l’extraction solide-liquide (SPE), les 
différences d’affinité entre la phase solide et liquide permettent l’extraction. D’autre 
méthodes existent, tel que l’extraction solide-solide, cependant elles sont peu rependues.  
Fondamentalement, toutes les méthodes d’analyses sont contenues dans deux étapes, la 
préparation de l’échantillon et l’analyse. La complexité de la préparation des 
échantillons dépend principalement de la nature de la matrice. Si la matrice est dite 
« propre » (i.e contient peu de composés pouvant interférer avec l’extraction et 
l’analyse), une simple dilution peut être faite avant l’analyse et au contraire une matrice 
plus complexe peut nécessiter de nombreuses étapes de préparation.  
Année de publications 
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La majorité des méthodes de l’organisation internationale de normalisation (ISO) 
utilisent un solvant pour l’extraction des composés de la matrice, ceci inclut une simple 
agitation manuelle, un soxhlet ou encore une extraction assistée par micro-onde. Les 
solvants les plus couramment utilisés sont le méthanol, l’acétonitrile, l’acétate d’éthyle, 
l’hexane, le dichlorométhane et l’eau, seul ou en mélanges (28–30). Selon la nature de la 
matrice à analyser l’étape d’extraction peut varier et nécessiter plusieurs étapes.  
Une étape de purification peut être nécessaire dans certains cas mais n’est pas 
indispensable. Un phénomène appelé « effet de matrice », initialement présenté en 1993 
par P.Kebarle et L.Tang (31), est décrit comme étant des interférences dues à la matrice 
ayant lieu lors de l’extraction et analyse de composés. Des interférences peuvent se 
produire lors de l’extraction des analytes qui sont trop fortement liés avec la matrice 
pour pouvoir être extrait par des méthodes conventionnelles (32). Un autre problème 
peut être posé pour la purification des échantillons si la méthode d’extraction utilisée 
solubilise une partie de la matrice dans l’échantillon à analyser. Des interférences lors de 
la mesure peuvent alors avoir lieu. Ces interférences peuvent être traduites par une 
augmentation ou une suppression du signal mesuré par l’instrument (33).  
Les propriétés de la matrice ainsi que des analytes rendent l’analyse multirésiduelle de 
composés organiques délicate. Cependant, certaines méthodes simples sont utilisées de 
façons récurrentes dans des normes gouvernementales. Une méthode introduite par 
Anastassiades et al. en 2003 prénommée QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Efficient, 
Rugged and Safe) permet de faire l’extraction de nombreux composés organiques dans 
une vaste gamme de matrices différentes (34–36). Elle est principalement utilisée dans 
l’industrie alimentaire pour l’analyse de pesticides mais elle a de nombreuses 
applications différentes. Brièvement, elle consiste à faire une première extraction 
liquide-liquide assistée par l’utilisation de sels (« Salt-out extraction », généralement 
NaCl et MgSO4), après une centrifugation et séparation des phases, une purification est 
faite avec la dispersion d’un sorbant dans la solution, souvent de la C18, du noir de 
graphite ou un polymère d’amine.  
Une autre méthode très utilisée pour l’extraction de composés en phase liquide est une 
extraction sur phase solide (SPE) à l’aide de cartouches contenant un sorbant. Cette 
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méthode permet la séparation de plusieurs analytes de la matrice en choisissant 
différents solvants d’élution (Figure 2). 
 
Figure 2: Principe d'une extraction sur cartouche SPE (Adapté de "Beginner's guide to 
SPE", Waters (36)) 
Ces méthodes, bien que versatiles, ne permettent pas l’extraction de composés ayant des 
propriétés trop différentes. Dans le cas de la QuEChERS, elle n’est pas applicable dans 
des matrices complexes et l’utilisation des SPE reste limitée à des matrices liquides.  
1.3 VALIDATION D’UNE MÉTHODE D’ANALYSE QUANTIFICATIVE 
 
Les procédures de validations sont à l’heure actuelle encore floues et dépendent de 
l’objectif de la méthode. Les critères de validations de méthode varient de l’industrie 
agroalimentaire à l’industrie pharmaceutique par exemple. Cependant certains critères 
sont retrouvés et mesurées dans la majorité des normes ISO, à savoir : 
-La spécificité (l’habilité à évaluer sans équivoque l’analyte parmi les composants 
présents dans l’échantillon); s’évalue grâce à l’utilisation de standards (enrichis 
isotopiquement ou non) dopés dans une matrice non contaminée. 
-La justesse (l’expression de la proximité des résultats obtenus avec la valeur réelle); 
obtenue à l’aide d’un dopage de standard dans une matrice non contaminée à une 
concentration connue. 
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-La précision (l’expression de la proximité des résultats obtenus entre eux); déterminée 
par des réplicas d’analyse et de manipulation. 
-La robustesse (la capacité de la méthode à ne pas être affectée pas de petits 
changements); vérifiée en changeant plusieurs paramètres tels que les concentrations en 
analyte dopés, la quantité de matrice utilisée, la méthode répliquée sur différents jours 
par différents manipulateurs, etc… 
-La linéarité et l’intervalle de travail (validité des concentrations mesurées entre une 
valeur minimum et maximum); obtenue en utilisant des standards dans une large gamme 
de concentration. 
-Les limites de détection et quantification (les concentrations minimales analysable); 
déterminées à l’aide d’une courbe d’étalonnage (cf partie 4.3.1.6). 
 
1.4 SPECTROMÉTRIE DE MASSE EN TANDEM   
 
Un spectromètre de masse permet l’analyse de composés organiques et inorganiques. Il 
est composé de 3 parties essentielles, une source ionisation (A), un analyseur (B) et un 
détecteur (C) (Figure 3). 
La source d’ionisation permet de former des ions pour pouvoir les séparer par la suite, le 
type de source utilisée dépend des composés à analyser. Selon la stabilité des molécules, 
l’ionisation peut être très douce ne produisant pas ou peu de dégradation (e.g MALDI, 
ESI) ou plus dure et dégrader les molécules pour en analyser les fragments (e.g impacte 
électronique). 
Les analyseurs servent à séparer les ions créés dans la source, il est choisi en fonction de 
la sensibilité ainsi que de l’application désirée. Un analyseur de type temps de vol ou 
orbitrap permettent l’analyse de composés avec une exactitude sur la masse mesurée de 
l’ordre de ±10-5 Da. Ils sont principalement utilisés dans des buts d’identification. Au 
contraire, un analyseur en tandem ne permet pas d’avoir une grande exactitude sur la 
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masse (±0.2 Da) mais permet d’avoir une très grande sensibilité et sont utilisés pour la 
quantification. 
Les détecteurs les plus sensibles sont les photomultiplicateurs, cependant ils possèdent 
une moins bonne vitesse de balayage que des multiplicateurs d’électrons.  
Dans les projets réalisés pour ce mémoire, c’est un spectromètre de masse en tandem 
muni d’une source d’ionisation par électrospray et un photomultiplicateur comme 
détecteur qui est utilisé.  
 
 
Figure 3: Schéma représentatif de la structure d'un spectromètre de masse en tandem 
(adapté du logiciel MassLynx v4.1) comprenant une source d’ionisation (A), un 
analyseur de type triple quadripôle (B) et un photomultiplicateur (C) 
 
1.4.1 Électronébulisation 
L’électronébulisation ou ionisation par électrospray (ESI) est l’un des types d’ionisation 
les plus doux utilisés en spectrométrie de masse. Cela signifie que peu de réactions de 
fragmentations se produisent lors de l’ionisation des analytes. Elle était initialement 
utilisée pour l’analyse de protéines mais sa versatilité permet son utilisation pour de 
nombreuses autres applications. Sa capacité à créer des ions multiplement chargés 
A B C 
Vide Vide Vide 
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réduisant le ratio masse/charge (m/z) des analytes les rendant ainsi compatibles avec un 
plus grand nombre d’analyseurs. 
L’interface ESI nécessite des ions en solutions afin de pouvoir obtenir des analytes 
chargés, les ions ne sont pas créés mais transférés en solution d’une molécule à une autre 
(37). L’ionisation des analytes se fait en 3 parties; i) création d’un spray chargé 
électriquement ii) réduction de la taille des gouttelettes iii) libération des ions 
désolvatés.  
La source ESI peut être utilisée en « mode positif » où les ions chargés positivement en 
sortie du capillaire migrent vers la contre électrode ou en « mode négatif » ou ce sont les 
ions chargés négativement qui migrent, ceci est fait en changeant la polarité des 
électrodes. Le spray est formé lorsque le solvant passe par un capillaire chargé (3-5kV) 
avec un faible débit (1-20 µL.min-1), en sorti du capillaire, le solvant est exposé à un 
champ électrique d’environs 106 V.m-1. Ceci a pour effet de déformer le ménisque formé 
en sortie de capillaire et de le faire passer sous forme de cône, appelé cône de Taylor 
(38). Toujours sous l’influence du champ électrique, le cône de Taylor éjecte un jet fin 
de liquide de son apex vers le centre de la contre électrode lorsque les forces 
électrostatiques sont plus fortes que la tension de surface. Le jet est fortement chargé en 
ions positifs ou négatifs selon la tension appliquée. En plus du champ électrique, le jet 
est soumis à une faible pression (10-4/10-5 mbar) et une forte température dans la source 
(100/200°C). Les gouttelettes sont progressivement évaporées jusqu’à ce que la 
répulsion des charges devienne trop importante pour que la tension de surface du solvant 
maintienne la goutte (limite de Rayleigh). Les gouttelettes éjectent alors une série de 
microgouttes de plus petite taille, ce phénomène est appelé la fission Coulombienne. Ce 
processus se reproduit jusqu’à obtenir des amas d’ions solvatés. À l’heure actuelle, deux 
théories sont encore débattues concernant la formation d’ions isolés. Le model de charge 
résiduelle (CRM) propose que la désolvation complète des gouttelettes se fait par fission 
coulombienne successive jusqu’à n’obtenir qu’une molécule par gouttelette. La ou les 
charges présente(s) dans la gouttelette sont alors transférées à la molécule lors de 
l’évaporation du solvant, chargeant ainsi la molécule. Le model d’évaporation des ions 
(IEM) décrit la formation des ions comme étant une évaporation directe depuis la 
surface hautement chargée d’une microgouttelette (39). Bien qu’encore débattue, il est 
11 
 
généralement admis que le CRM est valide pour les grosses molécules et que l’IEM est 
pour la formation d’ions de petite taille (37) 
 Les ions ainsi obtenus migrent vers le cône d’échantillonnage, chargé d’une polarité 
opposée aux analytes, puis par un « skimmer » afin d’éliminer toutes molécules non 
chargées ou n’ayant pas les propriétés recherchées avant de continuer leur chemin vers 
l’analyseur.  
Les ions obtenus pour les plus grosses molécules peuvent avoir plusieurs charges car de 
nombreux sites d’ionisation sont présents. En moyenne, une protéine a 1 charge  pour 
1000 Da, moins si peu d’aminoacides sont présents (40). Les plus petites molécules sont 
généralement monochargées. Il est aussi possible d’utiliser l’ESI pour des molécules ne 
présentant pas de site ionisable. Les ions sont obtenus en formant des adduits avec 
d’autres espèces chargées telles que le sodium ou l’ammonium par exemple. 
 
 
Figure 4: Principe de fonctionnement d'une source ESI (reproduit sans modification de 
Bure (39)) 
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1.4.2 Analyseur  
1.4.2.1 Analyseur de type quadripôle  
Son rôle est de séparer les ions formés dans la source afin de les détecter séparément 
sans interférence. Un analyseur quadripolaire se compose de 4 tiges métalliques sur 
lesquelles sont appliqués un courant alternatif et continu s’alternant à une fréquence 
allant de 1 à 2 MHz. L’ion chargé passant entre les tiges sera attiré vers celle ayant une 
charge opposée à celui-ci. Si le potentiel change avant que l’ion ne se décharge sur la 
tige, il change alors de direction. Les fréquences de balayage et amplitude du signal 
utilisé permettent une discrimination en fonction du ratio masse/charge (m/z) des ions. 
Les équations décrivant leur mouvement sont définies par les équations de Matthieu et 
permettent d’obtenir le diagramme présent en figure 5.  
Changer U (potentiel continu) linéairement en fonction de V (potentiel alternatif) donne 
une droite permettant d’observer chaque ion séparément, du moment que la droite passe 
par des zones de stabilité des différentes masses. Si aucun courant direct n’est appliqué, 
aucune résolution n’est obtenue. Bien que l’augmentation de V au-dessus d’un certain 
seuil rende la trajectoire des ions de masse m1 ou inférieur instable, les ions ayant une 
masse supérieure à m1 auront une trajectoire sable et ne seront pas discriminés.  
La résolution d’un analyseur de type quadripôle est unitaire. D’autres analyseurs de 
haute résolution tel que les FTICR (spectromètre de masse à résonance cyclonique 
ionique) ou les secteurs magnétiques permettent une résolution 100 à 300 fois meilleure 
en se basant sur d’autres propriétés tel que la fréquence de résonnance des ions (FTICR), 
leur momentum (secteur magnétique) ou encore leur vélocité (temps de vol). 
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Figure 5: Aires de stabilité en fonction de U (courant continu) et V (courant alternatif) 
pour des ions de différentes masses (m1<m2<m3) (reproduit sans modification de 
Hoffman et al.(40)) 
 
1.4.2.2 Cellule de collision  
Comme son nom l’indique, elle sert à collisionner des molécules afin de former des 
fragments de plus petites masses. Chaque molécule fragmentée génère des fragments 
dont leurs masses et abondances lui sont propres.  
En utilisant les propriétés décrites précédemment, seul un courant alternatif est utilisé 
afin de stabiliser la trajectoire des ions de toutes masses au centre des tiges métalliques. 
Selon l’instrument, un quadripôle, un hexapôle ou un octapôle peuvent être utilisés, 
chacun ayant des caractéristiques lui étant propre (Tableau 1). La forme du quadripôle 
lui permet une excellente focalisation des ions cependant la faible amplitude utilisable 
rend la plage de masse transmissible avec cet analyseur étroite. Au contraire, un 
octapôle, utilisé essentiellement pour la transmission des ions, permet de l’utiliser sur 
une plage plus large en contrepartie d’avoir un pouvoir de focalisation plus faible. Dans 
l’instrument utilisé pour ce mémoire, c’est un ScanWaveTM qui est utilisé, cette 
technologie est utilisée uniquement sur les instruments de la compagnie Waters après 
2008. Son fonctionnement repose également sur l’utilisation de radio fréquence pour 
transporter les ions, il utilise cependant une série d’anneaux pour accumuler une certaine 
quantité d’ions qui sont ensuite envoyés vers le détecteur (41) (Figure 6), augmentant la 
sensibilité de détection. 
Un gaz inerte est introduit à une température et pression permettant la collision avec les 
ions passant dans l’analyseur. Lors de la collision une partie de l’énergie cinétique est 
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transformée en énergie interne et l’ion se fragmente. Le gaz utilisé peut aussi être réactif, 
dans ce cas les collisions avec les ions produisent de nouveaux ions qui sont par la suite 
introduits dans l’analyseur suivant.  
Tableau 1 : Principales caractéristiques des différents multiples (adapté de Hoffman et 
al.(40)) 
Type Pouvoir de focalisation Plage de masse pour la transmission 
simultanée des ions 
Quadripôle Haute Étroite 
Hexapole   
Octapole Basse Large 
 
 
Figure 6: Schéma de fonctionnement du ScanWaveTM (adapté de documentation Waters 
(39)) 
1.4.2.3 Spectrométrie de masse en tandem 
Les spectromètres de masse en tandem sont utilisés pour la quantification de composés, 
ils sont choisis pour leur excellente sensibilité (40).  
Les ions formés dans la source sont entrainés vers un premier quadripôle (MS1). Ils 
passent ensuite par une cellule de collision où ils sont fragmentés en plusieurs ions de 
masses plus faibles ou réagissent avec le gaz si celui-ci n’est pas inerte. Les fragments 
formés passent par un second quadripôle (MS2) avant d’être détectés. Le trajet de 
passage des ions est représenté sur la figure 3 par une ligne jaune puis rouge. 
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Plusieurs modes peuvent être utilisés avec cet instrument. Le premier mode, le suivi de 
réaction multiple (MRM) est utilisé pour la quantification. MS1 et MS2 sont fixés sur 
des ratios m/z précis. Ceci permet la quantification avec précision d’un ion choisi.  
Un autre mode, scan des ions produits (filles), consiste à sélectionner un ratio m/z avec 
MS1, fragmenter les ions de ce ratio puis analyser les fragments obtenus en faisant un 
balayage de masse avec MS2. Ceci permet de connaitre les ions formés lors de la 
fragmentation du composé et peut donner des indices sur sa structure.   
À l’opposé du précèdent, pour le scan des ions produits (Parents) le MS1 scan les ions 
entrant et MS2 fixé sur un ratio m/z. Ceci permet de chercher les précurseurs pouvant 
former certains fragments. 
Le mode balayage des pertes neutres consiste à mettre les deux quadripôles en scan avec 
une différence fixe entre les masses scannées. Pour toute masse m analysée par MS1, 
MS2 analyse la masse m-a. Ce mode permet de voir une perte ou l’ajout de certains 
groupements reconnaissables (e.g alcool avec m=18 Da) lors de la collision.  
 
 
1.5 SPECTROSCOPIE DE MASSE À PLASMA À COUPLAGE INDUCTIF   
1.5.1 Formation des ions par plasma à couplage inductif 
La spectrométrie de masse à plasma à couplage inductif (ICP-MS) est un autre type 
de spectrométrie de masse que spectromètre de masse en tandem mais repose sur le 
même principe.  À l’opposé de ce dernier, l’ICP-MS est utilisé majoritairement pour 
l’analyse de métaux sous leur forme élémentaire. L’ionisation par ICP est une méthode 
d’analyse qui est parmi les plus fréquemment utilisées pour l’analyse élémentaire, du 
fait de sa robustesse et de sa versatilité, elle permet d’ioniser à 98% des éléments avec 
une faible énergie d’ionisation (EI=7eV) mais aussi des non métaux tels que le 
phosphore ou le chlore (EI=13 eV) mais avec un plus faible rendement, environ 1% 
(37).  
16 
 
La source, appelé torche de plasma, est faite d’une flamme d’argon créée par 
couplage inductif dans laquelle l’échantillon sous forme liquide est introduit sous forme 
de spray (40). Comme le montre la figure 7, elle est composée de trois tubes en quartz 
dans lequel un flux d’argon passe en continu. Une bobine réfrigérée entourant le tube le 
plus large est alimenté par un générateur de radiofréquences (r.f) d’une puissance allant 
généralement de 1,5 à 2,5 kW à 27 ou 40 MHz (40). Après l’allumage du plasma 
d’argon par une étincelle électrique, la bobine alimente le plasma en couplant l’énergie 
électrique dans le gaz, le champ magnétique induit un mouvement des ions qui à son 
tour réchauffe le gaz et maintient un plasma en continu. L’échantillon est alors introduit 
dans le plasma à un débit de 1 à 2 mL.min-1. En passant par le nébuliseur, l’échantillon 
liquide passe sous forme de spray qui est ensuite vaporisé, atomisé puis ionisé dans 
l’ICP sous l’effet de la chaleur pouvant attendre 10 000 K (37). Dans ces conditions 
80% des éléments sont ionisés à plus de 75% (40). Une fois ionisés, les ions passent par 
un analyseur de type quadripole (cf partie 1.4.2.1) puis vont vers le détecteur.   
 
 
Figure 7: schéma d'une source de plasma à couplage inductif (adapté de Hoffman 
2007)(40) 
 
1.5.2 Interférences rencontrées en ICP-MS 
L’un des principaux problèmes rencontrés lors de l’analyse élémentaire de composés par 
spectrométrie de masse sont les interférences poly-atomiques et isotopiques. En effet, un 
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analyseur ne permet de différencier les composés qu’en fonction de leur ratio m/z, donc 
les composés poly-atomiques ou isotopes ayant la même masse que l’élément d’intérêt 
peuvent interférer durant l’analyse. C’est un problème très présent pour l’analyse du fer, 
le 54Fe a des interférences isotopiques avec le 54Cr et des interférences poly-atomique 
avec le 40Ar+14N. Les spectromètres de masse de type quadripôle ne permettent pas la 
différentiation de ces trois composés. L’utilisation d’analyseurs plus sensibles 
permettrait de distinguer ces éléments mais leur prix est plus élevé. Les interférences 
isotopiques sont généralement faibles et dans la majorité des cas, ces interférences 
peuvent être évitées en utilisant un autre isotope de l’élément comme le 56Fe qui n’a pas 
d’interférence isotopique importante.  
Une méthode efficace pour enlever les interférences polyatomiques est d’utiliser une 
cellule de collision/réaction. Son principe de fonctionnement est identique à celui 
expliqué en 1.4.2.2 cependant le but diffère. Le dispositif est placée entre l’analyseur et 
la sortie du plasma, elle a pour but d’éliminer les interférences polyatomiques en faisant 
des collisions et/ou des réactions entre ces dernières et un gaz injecté dans la cellule 
(42). Elle peut être composée d’un quadrupôle, hexapôle ou octapôle selon l’instrument. 
Le gaz utilisé peut être inerte (e.g He, Ar, Xe…) pour des collisions ou réactif (e.g NH3) 
si l’on souhaite faire des réactions. La majorité de ces interférence sont éliminées grâce 
à ce dispositif, soit en éliminant directement les composés polyatomiques soit en 
réagissant avec l’analyte pour obtenir une masse ne possédant pas d’interférence 
spectrale (42). 
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2 CHAPITRE 2 : MATÉRIELS ET MÉTHODES  
2.1 LES CONTAMINANTS D’INTÉRÊTS   
2.1.1 Les contaminants inorganiques  
Une analyse élémentaire des éléments regroupés dans le tableau 2 a été faite. 
Tableau 2: Isotopes analysés par ICP-MS avec leurs énergies de première ionisation 
 Élément Isotope analysé Abondance relative (%) 
Énergie de 1e ionisation 
(kJ.mol-1) 
Sodium 23Na 100,0 496 
Magnésium  24Mg 78,99 738 
Aluminium 27Al 100,0 576 
Phosphore 31P 100,0 1012 
Potassium 39K 93,26 419 
Calcium 44Ca 2,086 590 
Vanadium 51V 99,75 651 
Chrome 52Cr 83,80 653 
Manganèse 55Mn 100,0 717 
Fer 57Fe 2,119 762 
Cobalt 59Co 100,0 760 
Nickel 60Ni 26,22 737 
Cuivre 65Cu 30,83 746 
Zinc 66Zn 27,90 906 
Arsenic 75As 100,0 947 
Cadmium 111Cd 12,80 868 
Plomb 208Pb 52,40 716 
 
2.1.2 Les contaminants organiques  
Une sélection de 80 composés (Tableau 3) a été faite, regroupant des herbicides, 
fongicides, insecticides, produits pharmaceutiques et autres. Ces molécules ont été 
retenues en fonction de leur utilisation dans la région étudiée, à savoir le Québec. 
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Tableau 3: Composés organiques analysés dans le méconium 
Composé Utilisation Famille Formule Log Kow CAS 
Ciprofloxacine Antimicrobien Fluoroquinolone C17H18FN3O3 0,28 85721-33-1 
Trimethoprim Agent Antibactérien Diaminopyrimidines C14H18N4O3 0,79 738-70-5 
Ofloxacine Fluoroquinolones C18H20FN3O4 0,84 82419-36-1 
Ibuprofène Agent anti-inflammatoire non 
stéroïdien 
Acides Phenylpropanoiques  C13H18O2 3,72 15687-27-1 
Indométacine Indole C19H16ClNO4 3,11 53-86-1 
Ketoprofen Acides Phenylpropanoiques  C16H14O3 2,81 22071-15-4 
Acide Méfénamique Fénamates C15H15NO2 5,33 61-68-7 
Naproxen Agent Anti-inflammatoire Acides Phenylpropanoique  C14H14O3 3,00 22204-53-1 
Bezafibrate Agent Antilipemique Fibrate C19H20ClNO4 3,46 41859-67-0 
Fenofibrate Fibrate C20H21ClO4 4,80 49562-28-9 
Atenolol Bloqueur Beta-adrénergique Éther de phénol C14H22N2O3 0,10 29122-68-7 
Cyclophosphamide Agent Antinéoplasique et 
Immunosuppressif 
Amines Tertiaire C7H15Cl2N2O2P 0,63 50-18-0 
Ifosfamide Amine secondaire C7H15Cl2N2O2P 0,86 3778-73-2 
Acétaminophène Analgésique  et antipyrétique Anilides C8H9NO2 0,34 103-90-2 
Caféine Stimulant Méthylxanthines C8H10N4O2 -0,13 1958-08-02 
Carbamazépine Anti convulsant Dibenzazepines C15H12N2O 2,67 298-46-4 
Pyrimethanil Fongicide Anilinopyrimidine C12H13N3 2,84 53112-28-0 
Carbendazime Benzimidazole C9H9N3O2 1,52 10605-21-7 
Thiabendazole Benzimidazole C10H7N3S 2,93 148-79-8 
Boscalid Carboxamide.(analide) C18H12Cl2N2O 4,31 188425-85-6 
Iprodione Dicarboximide C13H13Cl2N3O3 2,80 36734-19-7 
Methylparaben Parahydroxybenzoate d'alkyle C8H8O3 2 99-76-3 
Éthylparaben C9H10O3 2,49 120-47-8 
Propyl Paraben C10H12O3 2,98 94-13-3 
Butyl Paraben C11H14O3 3,47 94-26-8 
Benzylparaben C14H12O3 3,7 94-18-8 
Fludioxonil Phenylpyrrole C12H6F2N2O2 3,67 13141-86-1 
Kresoxim-Methyl Strobilurin C18H19NO4 4,34 143390-89-0 
Trifloxystrobin Strobilurine C20H19F3N2O4 5,11 141517-21-7 
Pyraclostrobin Strobin C19H18ClN3O4 4,25 175013-18-0 
Metolachlore Herbicide Chloroacetanilide C15H22ClNO2 3,00 87392-12-9 
Pendimethalin Dinitroaniline C13H19N3O4 5,56 40487-42-1 
Atrazine Triazine C8H14ClN5 2,63 1912-24-9 
Terbuthylazin C9H16ClN5 2,98 5915-41-3 
Cyanazin C9H13ClN6 2,19 21725-46-2 
Sebutylazin C9H16ClN5 3,16 7286-69-3 
Simazine C7H12ClN5 2,28 122-34-9 
Hexazinone Triazinone C12H20N4O2 1,85 51235-04-2 
Imazethapyr Imidazolinone C15H19N3O3 1,50 81335-77-5 
Isoproturon Urée C12H18N2O 2,32 34123-59-6 
Chlorotoluron C10H13ClN2O 2,46 15545-48-9 
Monolinuron C9H11ClN2O2 2,30 1746-81-2 
Methibenzuron C10H11N3OS 1,63 18691-97-9 
Metoxuron C10H13ClN2O2 1,80 19937-59-8 
Diuron C9H10Cl2N2O 2,78 330-54-1 
Linuron C9H10Cl2N2O2 2,20 330-55-2 
Metobromuron C9H11BrN2O2 2,32 3060-89-7 
Bentazone Benzothiadiazinone C10H12N2O3S 2,80 25057-89-0 
Nicotine Insecticide Alcaloïde C10H14N2 1,00 1954-11-05 
Aldicarb Carbamate C7H14N2O2S 1,13 116-06-3 
Aldicarb-sulfone C7H14N2O4S -0,57 1646-88-4 
Carbaryl C12H11NO2 2,40 63-25-2 
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Bendiocarb C11H13NO4 1,86 22781-23-3 
Carbofuran Carbamate, N-methyl ~ C12H15NO3 1,76 1563-66-2 
Clothianidine Neonicotinoïde C6H8ClN5O2S 0,40 210880-92-5 
Thiacloprid C10H9ClN4S 0,55 111988-49-9 
Dinotefuran C7H14N4O3 -0,19 165252-70-0 
Nitenpyram C11H15ClN4O2 1,90 150824-47-8 
Thiamethoxam C8H10ClN5O3S 0,80 153719-23-4 
Acetamiprid C10H11ClN4 0,62 160430-64-8 
Imidacloprid C9H10ClN5O2 -0,43 138261-41-3 
Coumaphos Organophosphate C14H16ClO5PS 3,86 56-72-4 
Diazinon C12H21N2O3PS 3,81 333-41-5 
Dimethoate C5H12NO3PS2 0,48 60-51-5 
Malathion C10H19O6PS2 2,92 121-75-5 
O-Methoate C5H12NO4PS -0,74 1113-02-6 
Phosmet C11H12NO4PS2 2,84 732-11-6 
Azinphos-methyl Organophosphorés C10H12N3O3PS2 2,54 86-50-0 
Chlorfenvinphos C12H14Cl3O4P 4,51 470-90-6 
Chlorpyrifos C9H11Cl3NO3PS 4,77 2921-88-2 
Fenthion C10H15O3PS2 4,08 55-38-9 
Fenamiphos C13H22NO3PS 3,29 22224-92-6 
Parathion C10H14NO5PS 3,84 56-38-2 
Deltaméthrine Pyréthrinoïdes C22H19Br2NO3 6,2 52918-63-5 
Spinosad A Spinosyne C41H65NO10 n.a 168316-95-8 
Permethrin   C21H20Cl2O3 7,15 52645-53-1 
Piperonyl Butoxide Synergisant Acétal cyclique aromatique C19H30O5 4,23 1951-03-06 
Dicyclohexyle Phtalate Plastifiant Phtalate C20H26O4 6,2 84-61-7 
3,3',5,5'-
Tetrabromobisphenol A 
Retardateur de flamme Polybromobyphenyl C15H12Br4O2 7,29 79-94-7 
1-Naphthol Métabolite  C10H8O 2,71 90-15-3 
 
2.2 LA MATRICE BIOLOGIQUE  
2.2.1 Échantillonnage  
Un total de 371 échantillons de méconiums sont prélevés par les parents directement 
dans la couche du nouveau-né moins de 2h après défécation. Les méconiums sont 
récoltés à l’aide d’une spatule en bois, placés dans des pots en verres individuels et 
stocké à -20°C jusqu’à leur transport au CHUS où ils sont conservés à -80°C. Avant 
l’extraction, les échantillons sont réchauffés à température ambiante afin de pouvoir les 
homogénéiser et prendre une aliquote. 
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2.2.2 Méthode d’extraction 
2.2.2.1 Extraction des contaminants inorganiques  
L’extraction des éléments est faite par une digestion dans du HNO3 concentré de grade 
ultra trace (OptimaTM, Fisher Scientifique). Une méthode d’extraction à pression 
ambiante (DigiPrepJr, SCP science) a été utilisée.  
20-25 mg de méconium séché au four est placé dans un tube a digestion avec 1 mL d’ 
HNO3. Les tubes sont placés dans le digiprep, avec un gradient de 0 à 15 min montant à 
45°C maintenu 15 min. Après refroidissement des tubes à T° ambiante pendant 10 min, 
1 mL d’ HNO3 + 0,2 mL d’H2O2 à 30% sont ajoutés. Un second gradient de 0 à 15 min 
montant à 45 °C pendant 30 min, suivit de d’une montée à 65°C pendant 15 min, 
maintenu 60 min. Après refroidissement, le contenu est dilué à 10 mL avec H2O mili-Q. 
seul 2 mL de solution sont prélevés et dilués à 10 mL avec H2O mili-Q en présence de 
200 µL de standard interne.   
2.2.2.2 Extraction des contaminants organiques   
Les échantillons sont partiellement décongelés et homogénéisés, environ 150 mg est 
pesé avec précision dans un tube en polypropylène de 15 mL stérile. 2 mL d’AcOEt est 
ajouté et les tubes sont brassés vigoureusement à la main, puis placés dans un bain à 
ultrason durant 15 min. 400 mg de sulfate de sodium sont ajoutés puis les tubes sont 
agités avec un vortex durant 60s. Les mélanges sont centrifugés à 4500 rpm à 4°C durant 
15 min, les surnageants sont alors séparés et évaporés sous un flux d’azote à 40°C (bain 
de sable thermostaté). Les extraits sont alors dissous dans 1 mL de MeCN, passés dans 
un bain sonique puis agités à l’aide d’un vortex 30s chaque.  150 mg de sulfate de 
sodium et 50 mg de C18 sont ajoutés à la solution et immédiatement agités à l’aide d’un 
vortex durant 30s. Les échantillons sont de nouveaux centrifugés dans les mêmes 
conditions et les surnageants sont de nouveaux séparés et évaporés sous azote à 40°C. 
Pour finir, les extraits sont dissous dans 1 mL d’un mélange MeOH/H2O (50 :50) et 
filtrés sur un filtre en polytétrafluoroéthylène de 0,2 µm avant analyse par UPLC-
MS/MS. 
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2.3 LES MÉTHODES ANALYTIQUES   
2.3.1 ICP-MS  
L’analyse élémentaire des méconiums est faite par ICP-MS (inductively coupled plasma 
mass spectrometer) Xseries II (Thermo Scientifique). Le développement de la méthode a 
été fait pour les éléments présents dans le Tableau 4.  
 
Tableau 4: Éléments et paramètres d'analyse ICP-MS 
Éléments Temps acquisition (ms) Incertitude masse (Da) LOQ (ppb) 
23Na 5 0,02 1,0436 
24Mg 10 0,02 0,0618 
27Al 50 0,02 0,0871 
31P 30 0,02 0,0846 
39K 10 0,02 4,4255 
44Ca 50 0,02 0,6174 
51V 20 0,02 0,0002 
52Cr 10 0,02 0,0009 
55Mn 5 0,02 0,0049 
57Fe 50 0,02 0,0251 
59Co 50 0,02 0,0005 
60Ni 50 0,02 0,0011 
65Cu 10 0,02 0,1261 
66Zn 10 0,02 0,0648 
75As 50 0,02 0,0508 
77Ar Cl* 50 0,02 - 
111Cd 30 0,02 0,0002 
208Pb 5 0,02 0,0008 
*Utilisé pour corriger le signal de As 
 
2.3.2 Paramètres UPLC/MS-MS  
Les analyses multiresiduelles sont effectuées sur un système spectrométrique 
comprenant une UPLC XEVO TQ équipée d’une colonne Acquity UPLC HSS-T3 
(100 mm* 2,1 mm, 1,8 µm), munie d’un préfiltre (fritté de 0.2 mm, Waters Corporation, 
Milford, MA, USA). Le débit d’élution est fixé à 0.40 mL min-1 et la température du 
four de la colonne chromatographique fixée à 35 °C. Le volume d’injection est de 5 µL. 
Les phases mobiles sont composées pour les voies (A) d’eau acidifiée (0.20% d’acide 
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formique) et (B) d’un mélange acidifié (0.20% d’acide formique) de méthanol-
acétonitrile (80:20 v/v). 
L’acquisition ainsi que le traitement des données sont effectuées par le logiciel 
Masslynx 4.1 (Waters Corp.). 
Les tableaux (5,6,7) regroupent les différents paramètres utilisés pour la séparation, la 
détermination et la quantification des composés organiques sélectionnés durant cette 
étude. 
 
 Tableau 5:Gradient d’élution pour la séparation chromatographique des composés 
organiques, ou A est la phase aqueuse et B la phase organique 
Temps (min) Débit (mL.min-1) A% B% 
Initial 0,40 95 5 
1 0,40 95 5 
5,63 0,40 20 80 
5,75 0,40 10 90 
8 0,40 10 90 
9 0,40 95 5 
12 0,40 95 5 
    
 
 
Tableau 6: Paramètres MS utilisés pour la détermination des composés organiques 
Capillary 2,5 Kv LM 1 resolution 2,8 
Extractor 3 V HM 1 resolution 14,7 
Source Temp 150 ºC Ion energy 1 0,5 
desolvatation Temp 550 ºC LM 2 resolution 3 
Cone gas flow 50 L/h HM 2 resolution 15 
Desolvation gas flow 800 L/h Ion energy 2 0,5 
Collision gas flow 0,22 mL min-1 Multiplier 504 
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Tableau 7: Paramètres optimisés du MS/MS pour les composés organiques 
 LOD 
(ng/mL) 
LOQ 
(ng/mL) 
Masse ion 
précurseur 
(g.mol-1) 
Masse ion de 
qualification 
(g.mol-1) 
Masse ion de 
quantification 
(g.mol-1) 
  1-naphthol 0,10 0,20 144,96 126,94 117,00 
  Acetaminophen 2,00 5,60 151,90 109,93 92,74 
  Nicotine 0,30 0,70 163,00 131,95 129,95 
  Aldicarb 5,00 2,00 190,92 115,88 88,86 
  Carbendazim 0,10 0,30 191,91 159,90 131,97 
  Caffeine 0,20 0,40 194,98 137,98 109,95 
  Pyrimethanil 0,10 0,20 200,02 109,96 81,96 
 Thiabendazole 0,10 0,20 201,88 174,94 130,93 
  Simazine 0,20 0,30 201,92 131,90 123,96 
  Carbaryl 0,10 0,30 201,92 144,92 126,89 
  Dinotefuran 0,20 0,40 203,01 128,97 86,97 
  Isoproturon 0,10 0,50 206,98 78,87 133,98 
  Ibuprofen 2,00 5,00 207,10 161,10 119,03 
  Chlorotoluron 0,10 0,30 212,91 71,87 139,91 
  Omethoate 0,20 0,50 213,93 124,86 182,85 
  Monolinuron 0,10 0,20 214,89 125,90 147,90 
  Atrazine 0,10 0,20 216,00 95,89 103,89 
  Methylbenzuron 0,10 0,20 221,90 164,88 149,91 
  Carbofuran 0,10 0,30 222,01 164,94 122,91 
  Acetamiprid 0,20 0,40 222,91 122,90 55,91 
  Aldicarb-sulfone 0,40 0,90 222,91 85,87 147,91 
  Bendiocarb 0,20 0,40 223,92 166,96 108,91 
  Metoxuron 0,20 0,40 228,91 71,87 155,86 
  Dimethoate 0,20 0,40 229,84 198,86 124,85 
  Terbuthylazine 0,10 0,20 230,01 173,89 95,90 
  Sebuthylazine 0,10 0,20 230,10 173,89 103,84 
  Naproxen 0,10 0,50 231,10 185,10 115,00 
  Diuron 0,10 0,20 232,92 71,87 159,82 
  Carbamazepine 0,30 0,60 237,13 194,10 179,05 
  Cyanazine 0,10 0,20 240,93 213,97 103,84 
  Mefenamic Acid 0,10 0,20 242,10 224,10 180,10 
  Linuron 0,20 0,50 248,85 181,95 159,88 
  Chlotianidine 0,20 0,40 249,85 131,84 168,82 
  Thiachlopride 0,10 0,30 252,86 125,90 185,91 
  Hexazinon 0,10 0,20 253,00 271,00 70,89 
  Ketoprofen 0,10 0,20 255,10 105,00 177,10 
  Imidaclopride 0,10 0,20 255,89 208,97 174,93 
  Metobromuron 0,10 0,30 258,90 169,89 147,90 
  Ifosfamide 4,00 11,0 260,90 91,88 153,85 
  Cyclophosphamide 0,20 0,50 260,90 239,85 105,92 
  Atenolol 0,20 0,30 267,20 145,00 190,00 
  Nitenpyram 0,20 0,50 271,06 55,98 224,94 
  Fenthion 0,10 0,40 278,90 246,88 168,88 
  Pendilethaline 0,10 0,30 282,04 211,99 194,03 
  Metolachlor 0,10 0,20 283,87 252,04 176,03 
  Imazethapyr 0,10 0,20 289,98 176,86 247,98 
  Trimethroprim 0,10 0,30 291,20 261,10 230,20 
  Thiametoxam 0,20 0,30 291,92 210,89 180,89 
  Parathion 0,10 0,30 292,00 235,94 93,93 
  Fenamiphos 0,20 0,30 303,98 216,88 230,90 
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  Diazinon 0,10 0,30 304,94 168,92 152,97 
  Kresoxim Methyl 0,20 0,50 313,97 267,04 206,01 
  Azinphos-Methyl 1,00 5,00 317,85 131,94 124,85 
  Phosmet 1,00 5,00 317,90 159,88 132,87 
  Iprodione 1,00 5,00 329,94 244,90 161,81 
  Malathion 0,10 0,20 330,94 126,94 98,82 
  Dicyclohexyl Phtalate 0,00 0,10 331,06 148,87 166,89 
  Ciprofloxacine 1,00 5,00 332,20 314,20 231,10 
  Boscalid 0,10 0,40 342,94 306,95 139,82 
  Chlorpyrifos 0,10 0,20 349,89 197,86 96,86 
  Peperonil Butoxide 0,00 0,10 356,18 177,05 119,00 
  Indometacine 0,10 0,30 358,20 139,00 174,20 
  Chlofenvinphos 0,10 0,30 358,81 154,92 98,81 
  Fenofibrate 0,10 0,20 361,20 233,10 273,10 
  Bezafibrate 0,20 0,40 362,20 138,90 316,20 
  Ofloxacin 0,40 0,20 362,20 318,30 261,20 
  Coumaphos 0,10 0,30 362,92 226,89 306,90 
  Pyraclostrobine 0,10 0,20 388,00 193,96 163,05 
  Permethrine 0,50 1,00 408,05 183,04 355,04 
  Trifloxistrobine 0,10 0,30 409,10 185,97 144,97 
  Deltamethirne 50,0 100 505,73 280,75 171,83 
  Spinosad A 0,10 0,20 732,37 142,02 97,96 
  Methyl Paraben 5,00 10,0 150,92 91,95 135,84 
  Ethyl Paraben 0,20 0,70 164,88 91,84 136,84 
  Bentazone 0,20 0,50 238,96 132,02 196,91 
  Fludioxonil 0,20 0,60 246,94 125,90 168,92 
  Tetrabromobisphenol A 20,0 50,0 542,49 445,55 417,55 
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3 CHAPITRE 3 : ÉVALUATION D’UNE CONTAMINATION 
FŒTALE 
 
3.1 INTRODUCTION  
 
L’exposition des fœtus a des xenobiotiques peut entrainer des modifications 
morphologiques  du nouveau-né (43). Avec l’utilisation croissante de produits sanitaire, 
il y a une augmentation des risques d’exposition humaine (44,45). De par leur forte 
utilisation, notre intérêt s’est porté majoritairement sur l’étude de produits 
pharmaceutiques et phytopharmaceutiques. En 2007, plus de 2 Mt de pesticides ont 
mondialement été utilisés avec un marché estimé à 5 milliard $ (46), et près de 4 kt ont 
été utilisés seulement au Québec en 2011 (47). Ces quantités ont doublés en moins de 20 
ans. Cette tendance est similaire pour les produits pharmaceutiques dont le marché 
canadien est passé de 15,2 milliard $ en 2004 à 24,6 milliard $ en 2015 (48). En plus des 
contaminations organiques, une exposition à des composés inorganiques peut aussi avoir 
des effets néfastes sur les nouveaux nés (49). C’est pour cela que nous avons choisi 
d’analyser à la fois des contaminations organiques ainsi qu’inorganiques. 
Voir la contamination de ces produits chez un nouveau-né est une tâche délicate. Une 
méthode efficace pour faire cela est par analyse du méconium. Le méconium est la 
première décharge intestinale d’un nouveau née, qui diffère des autres selles par son 
apparence verdâtre et visqueuse. Son évacuation survient dans les premières 48 heures 
suivant la naissance.  Il est accumulé à partir des  12e-16e semaines suivant le début de la 
grossesse jusqu'à l’accouchement (50). C’est une matrice complexe à étudier, composée 
principalement d’eau mais aussi de lipides, mucopolysaccharides, de protéines, d’acides 
et de sels biliaires, de cellules épithéliales, de stérols, de substances sanguines, de 
résidus de fluide amniotique, d’enzymes et  de bactéries (51–53). 
Il y a plusieurs avantages à utiliser le méconium et non une autre matrice comme 
marqueur d’exposition. Tout d’abord, l’analyse de sang ou d’urine apportent peu 
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d’informations concernant le genre de xénobiotiques étudiés car ils sont très rapidement 
métabolisés et évacués. Seule une exposition quelques jours précédant le prélèvement 
serait visible. De plus le sang nécessite un prélèvement invasif. Quant au méconium, les 
composés que l’on peut extraire sont le résultat d’une accumulation durant les 20 à 30 
dernières semaines de grossesse, ce qui permet de voir une contamination qui aurait pu 
avoir lieu durant toute cette période. 
Des études comparant les contaminations de plusieurs matrices ont été faites, et dans la 
majorité des cas, les concentrations sont similaires ou plus élevées dans le méconium 
(54–57). Parmi ces autres matrices utilisées pour la détection de ce type de molécule, on 
peut nommer le lait maternel (58,59), le liquide amniotique (51), les cheveux (60), les 
ongles et les larmes (61) mais moins de contaminants sont détectables dans ces matrices 
que dans le méconium. Dans le cas de la détection de certaines drogues, il peut y avoir 
une augmentation allant jusqu'à 28% de détection supplémentaire en utilisant le 
méconium (62). 
C’est aussi un bon accumulateur de contaminants. Il a déjà été prouvé que la majorité 
des contaminations auxquels est exposée la mère se retrouvent dans le fœtus (Mihaly et 
al. 1983; Syme et al. 2004). Durant la gestation, la plupart de ces xénobiotiques ainsi 
que leurs métabolites sont évacués par déposition dans le méconium directement par 
sécrétion biliaire ou par ingestion de fluide amniotique contaminé par l’urine du fœtus. 
C’est donc une excellente matrice à utiliser pour évaluer une contamination in utero.  
En plus des contaminations par des composés organiques, des contaminations en métaux 
peuvent aussi affecter la santé du nouveau-né (65). Encore une fois, l’effet les mesures 
sont réduites à l’analyses de quelques éléments spécifiques dans le cadre des recherches 
faites  (49,66,67). Notre but étant de chercher des corrélations entre les concentrations 
mesurées et des facteurs extérieurs, nous avons regardé le plus d’éléments possible en 
une seule analyse. Les contaminations ont pu être mesurées dans les échantillons de 
méconiums à l’aide de deux méthodes séparées développées et appliquées sur des 
échantillons réels. Le but du projet est de chercher des corrélations entre la présence de 
contaminants organique et les concentrations en métaux dans le méconium avec des 
problèmes neurodéveloppementaux des enfants exposés à ces contaminants. 
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Ce projet est fait en collaboration avec le CHUS dans le cadre de l’étude GESTE 
(Grossesse et Enfant en Santé – étude sur la Thyroïde et l’Environnement). Ce projet, 
dont le responsable est le Pr Larissa Takser, a pour but principal d’évaluer les liens 
potentiels entre l’exposition prénatale à des polybromodiphenyl éthers, des 
polychlorobenzènes et des métaux lourd (Mn, Cd, Pb, Hg) avec des troubles 
psychomoteurs. Pour cela, de nombreux échantillons différents ont été prélevés 
(placenta, sang, cheveux, urine…), nous allons nous concentrer uniquement sur le 
méconium qui semble être l’une des matrices les plus intéressante à étudier.  
Peu de recherches concernant l’étude de plusieurs familles de pesticides dans les 
méconiums ont étés publiées et encore moins sur l’étude de produits pharmaceutiques  
(68,69) et à notre connaissance, seule une étude a publié une analyse simultanée de 
composés organiques et inorganiques (49).  
De plus, il a été montré que ces composés ont un effet plus toxique lorsqu’ils sont 
mélangé que lorsqu’ils sont séparés (19). Il est donc nécessaire de pouvoir mesurer une 
vaste gamme de contaminants, et non une seule famille de molécule, afin de faciliter 
l’identification de contamination dangereuse, et éventuellement mettre en place des 
mesures préventives.   
L’étude du méconium est intéressante si on souhaite évaluer une contamination qui 
aurait pu avoir lieu au cours de la grossesse. Durant cette période, le fœtus peut être 
exposé à de nombreuses contaminations et les effets toxiques de certains produits, 
notamment des pesticides, peuvent être plus prononcés pour le fœtus que pour la mère 
(Lassiter and Padilla 1998).  Comme mentionné précédemment, l’utilisation intensive de 
produits sanitaires (pharmaceutiques et phytopharmaceutiques) de façon domestique et 
industrielle accentue les risques de contaminations. 
De plus, la majorité des recherches faites sur les contaminants organiques se concentrent 
sur l’analyse de métabolites. Dans notre cas, seule la quantification de la substance 
active parent sera faite. La recherche de métabolites peut être complexe à faire, de plus il 
est possible que le parent ne soit pas dégradé ou dégradé en quantité insuffisante pour 
détecter le métabolite ou forme des composés autres que ceux mesurés. La première 
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étape du projet est de voir si une contamination est présente dans les échantillons, par la 
suite une recherche plus complète incluant des métabolites pourra être mise en place.  
En ce qui concerne les composés inorganiques, seul quelques métaux les plus toxiques 
sont généralement analysés (Hg, Pb, Cd…). Dans ce travail, 18 éléments ont été 
analysés afin d’avoir le plus de variables possibles. 
 
3.1.1 Limitations  
Beaucoup de composés organiques sont métabolisés lors de leur entrée dans le corps 
humain. Par exemple, les organophosphates sont convertis par des enzymes sous leur 
forme oxon, et par la suite facilement hydrolysés puis éliminés dans les urines (71). Une 
grande gamme des produits recherchés ont donc une forte probabilité de ne pas être 
présents dans les échantillons.  
L’un des problèmes les plus couramment rencontrés en analyses par LC-MS sont les 
interférences dues à la matrice. Le méconium est très chargé en matière organique, ce 
qui peut causer des effets imprédictibles sur le signal obtenu par spectrométrie de masse 
(72). La préparation des échantillons devra donc tenir compte d’une ou plusieurs étapes 
de purifications pour palier à ce problème.  
Les molécules d’intérêt ont une large gamme de propriétés (polaires, apolaires, acide, 
basique…). Développer une méthode pouvant extraire la totalité des composés tout en 
retirant un maximum de matrice indésirable est une tâche complexe. Des compromis 
vont devoir être faits quant à l’efficacité de la méthode sur certaine famille de molécule. 
Une solution serait de faire plusieurs extractions séparées afin de pouvoir extraire une 
plus vaste gamme de composés. Cependant les échantillons sont souvent en quantité 
insuffisantes pour pouvoir faire plusieurs extractions. De plus cela demanderait le 
développement, la validation puis l’extraction avec deux méthodes, doublant le temps et 
le coup des analyses. Pour ces raisons, nous allons optimiser une méthode unique pour 
un maximum d’analytes possibles.  
Considérant le nombre de molécules analysées, pour des raisons techniques l’utilisation 
d’un standard interne pour chaque composé ne peut pas être faite. Il est possible 
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d’assigner un étalon interne par famille de composés mais ceci peut induire une erreur 
car la matrice varie d’un échantillon à un autre. Une autre méthode serait d’utiliser un 
seul standard afin de regarder la stabilité de la réponse instrumentale sans corriger le 
signal mesuré. Dans notre cas nous avons fait la mesure d’un standard externe toutes les 
5 injections afin de voir une éventuelle dérive instrumentale au cours du temps. 
L’analyse en duplicata de 10 échantillons sélectionnés aléatoirement a aussi été faite 
pour confirmer les résultats obtenus. 
Il faut aussi noter le fait que les échantillons ont étés stockés 7 ans à -80°C. Aucun test 
de stabilité n’a été fait sur une période de temps similaire. Il est donc possible qu’une 
partie des molécules d’intérêt soient en partie dégradées. Les résultats obtenus seront 
probablement une sous-estimation de la quantité initialement présente. 
Les analyses par ICP-MS peuvent poser un problème à cause des interférences de 
masses (monoatomique ou polyatomique). Si un élément à la même masse molaire que 
l’isotope d’un autre élément ou qu’un complexe polyatomique, la discrimination ne peut 
pas être faite. Pour résoudre une partie de ce problème, l’utilisation d’une cellule de 
collision CCT (Collision Cell TechnologyMD) permet d’enlever la majorité des 
interférences polyatomiques, seules les interférences monoatomiques seront à surveiller 
(voir partie 1.5.2).  
Certains éléments comme les halogènes ne peuvent pas être analysés avec la méthode 
utilisée. Leur énergie de première ionisation est trop élevée pour que le gaz utilisé 
(Argon) puisse les ioniser de façon suffisante pour obtenir un signal suffisamment 
intense et stable.  
La méthode de digestion des échantillons est validée sur un groupement d’échantillons 
représentatifs. Cependant il peut y avoir une variation dans la composition de certains 
échantillons rendant la minéralisation non complète après la digestion. Une attention 
particulière doit être accordée pour éviter une minéralisation partielle des échantillons. 
Comme mentionné précédemment, la majorité des composés analysés (organiques et 
inorganiques, cf parties 3.3.4 et 3.4.4.2.2) ne sont pas présents dans la littérature. Ceci 
peut apporter une nouvelle base de données cependant cela limite la comparaison avec 
d’autre recherches sur les résultats obtenus. 
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3.1.2 Contaminants d’intérêt  
3.1.2.1 Contaminants Organiques  
Les contaminants organiques analysés sont des produits pharmaceutiques et des 
pesticides. Ce sont des molécules utilisées depuis longtemps, cependant les méthodes 
d’analyses ne permettent leur détection que depuis peu, d’où leur nom de contaminants 
d’intérêt émergents.  
Afin de pouvoir voir un impact réel de ces contaminants, il est important de regarder une 
large variété de ces molécules. Ces molécules ont été choisies sur la base de leur 
quantité produite et leur utilisation au Québec. Une sélection de 80 composés (Tableau 3 
partie 2.1.2) a été faite, regroupant des herbicides, fongicides, insecticides, produits 
pharmaceutiques et autres. Ces molécules ont été retenues en fonction de leur utilisation 
dans la région étudiée, à savoir le Québec. Une méthode d’analyse a déjà été développée 
dans notre laboratoire pour l’analyse des 54 pesticides dans des insectes (voir chapitre 
1), ainsi que des produits pharmaceutique dans des eaux naturelles. La méthode 
d’analyse utilisée reprend les paramètres instrumentaux optimisés pour ces méthodes (cf 
partie 2.3.2). 
3.1.2.2 Contaminants Inorganiques  
Une analyse élémentaire par ICP-MS est faite en parallèle avec les composés présents 
dans le Tableau 2 partie 2.1.1. La méthode d’analyse utilisée pour analyser ces éléments 
ne nous permet pas de faire de la spéciation, l’analyse est faite sur la quantité totale de 
chaque élément dans l’échantillon. Ici, le gaz utilisé pour la torche à plasma est l’argon, 
comme son énergie de première ionisation est de 1521 kJ.mol-1, il nous permet 
d’analyser la totalité des composés présents dans le tableau 2. D’autres composés tel que 
le Chlore (IE = 1251 kJ.mol-1) ou le Brome (IE = 1140 kJ.mol-1) nécessitent trop 
d’énergie pour pouvoir être ionisés de façon stable et suffisamment intense. Ils ne font 
donc pas partie de la méthode. Certains isotopes ont une faible abondance relative (e.g. 
Ca, Fe), mais sont présents en quantité suffisante pour ne pas nécessiter l’analyse de 
l’isotope le plus abondant.  
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3.2 ANALYSE DES CONTAMINANTS INORGANIQUES  
3.2.1 Paramètre d’analyse des éléments 
L’analyse élémentaire des méconiums est faite par ICP-MS (inductively coupled plasma 
mass spectrometer) Xseries II (Thermo Scientifique). Le développement de la méthode a 
été fait pour les éléments présents dans le Tableau 4 partie 2.3.1.  
Ces paramètres ont été obtenus en modifiant le temps d’acquisition et la résolution pour 
obtenir un signal suffisamment intense pour pouvoir être détecté, sans pour autant 
saturer le détecteur. Pour cela un échantillon composite de méconium a été analysé avec 
une méthode déjà existante et les paramètres ont été optimisés en fonction du nombre de 
coups mesurés pour chacun des éléments.  
Certains éléments sont aux capacités maximales de l’instrument tel que l’arsenic, qui est 
peu intense et présent en faible quantité.  D’autres comme le Na sont présents en très 
grande quantité, la limite de quantification ne nécessite pas d’être élevé, le temps 
d’acquisition est au minimum ainsi que la résolution. 
À cette liste s’ajoute 7 autres éléments utilisés comme standards internes, à savoir le 
Scandium, le Gallium, le Germanium, l’Ytterbium, le Rhodium, l’Indium et le 
Gadolinium. Les tests faits lors du développement instrumental sont faits en utilisant ces 
7 éléments. Le but étant et de choisir le ou les standards internes les plus adaptés pour 
les éléments et la matrice utilisés afin d’avoir une méthode d’analyse sensible et robuste. 
 
3.2.2 Développement instrumental  
La majorité des tests faits lors du développement s’inspirent de la publication d’Ejima et 
al. en 1998 (73). Tous les tests sont faits en utilisant un même échantillon composite de 
méconium. En plus de faire les analyses sur les éléments présents dans le tableau 8, le 
69Ga, 72Ge, 89Y, 103Rh, 115In et 157Gd sont ajoutés aux analyses. Ces éléments ne sont pas 
supposés être présents dans les échantillons et peuvent être utilisés comme standards 
internes. Le choix final des standards internes utilisés sera fait en fonction des résultats 
obtenus. 
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3.2.2.1 Effet de l’HNO3 
Le but de cet essai est de voir si une variation dans la concentration en HNO3 aura un 
impact sur l’intensité des éléments similaire à celui des standards internes afin de choisir 
les standards optimaux pour les éléments analysés. Pour éviter d’avoir un biais induit par 
l’acide, nous avons utilisé de l’HNO3 de grade Ultra trace (Optima, FisherScientific).  
Dans un premier temps, l’intensité des éléments a été mesurée à différents %v/v d’HNO3 
dans le mélange analysé allant de 1% à 5% pour des éléments à 0,5, 5 (résultats non 
montrés ici) et 50 ppb (Figure 8). La réponse relative de chaque élément est obtenue en 
suivant l’équation [3.1] :  
 
 [3.1] 
 
La variation d’intensité pour la majorité des éléments est <10%, cependant 5 éléments 
ont une variation >10%, pour des facilités de représentation, seul ces 5 éléments sont 
présents sur la Figure 8. La variation d’intensité non corrigée par un standard interne des 
éléments reste faible mais non négligeable (jusqu’à 20% pour le Zn). Les tendances 
présentes à 50 ppb sont aussi retrouvées à 0,5 et 5 ppb. La majorité des éléments 
subissent une baisse d’intensité alors que certains, comme le calcium, augmente, 
cependant en considérant l’erreur relative sur cet élément, cet effet reste à confirmer.   
Une variation de signal est bien observée pour certains analytes mais aucune variation 
significative n’est observée pour les standards interne (<5), les résultats ne sont donc pas 
montrés.  Comme ils ne subissant pas de diminution d’intensité significative, nous ne 
pouvons pas choisir le standard interne adapté pour ces éléments en utilisant le critère de 
perte d’intensité dû au %v/v HNO3. 
Le pourcentage utilisé pour les analyses sera de 2%v/v d’HNO3, cette concentration a 
été précédemment utilisée dans le laboratoire et montre une bonne stabilité au cours du 
temps, tout en faisant une suppression de signal relativement faible.   
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Figure 8: Variation d’intensité des éléments dont la suppression de signal est supérieure 
à 10% à 50 ppb pour un pourcentage en HNO3 allant de 1%v/v à 5%v/v comparé à 
l’intensité à 1%v/v  
 
3.2.2.2 Effet des sels  
Toujours en suivant les démarches d’Ejima et al. (73), l’effet des sels sur l’intensité du 
signal des éléments est mesuré afin d’évaluer la robustesse de la méthode et de choisir 
un standard interne adapté. Les sels ajoutés sont des sels de sodium (Na2SO4, 99.99%), 
magnésium (MgSO4, 99.99%), phosphore (KH2PO4, 99%), potassium (KH2PO4, 99%) et 
calcium (CaCO3, 99,995%). Dans le cas présent, nous ne sommes pas monté jusqu’au 
aux concentrations utilisées dans les travaux de Ejima et al. (jusqu’à 4 mg.g-1) afin de 
limiter l’usure de l’ICP-MS utilisé.   
Un échantillon composite de méconium a été analysé pour avoir l’ordre de grandeur des 
concentrations en éléments majeurs présents dans la matrice, à savoir 1 ppm de Sodium, 
0.5 ppm de Magnésium, 0.1 ppm de Phosphore, 0.5 ppm de Potassium et 0.5 ppm de 
Calcium. Les effets des sels sur l’intensité mesurée pour les autres éléments est 
déterminé à 4 niveaux de concentrations. Les niveaux choisis sont les teneurs en sels 
présents dans cet échantillon avec 4 facteurs de dilutions; une dilution par 4 (x0.25), une 
dilution par 2 (x0.5), sans dilution (x1) et une concentration par 4 (x4). Les effets ont été 
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mesurés en dopant les autres éléments à 4 niveaux, à 0.05 ppb, 0.5 ppb, 5 ppb et 50 ppb 
pour chaque concentration en sels. Parmi les éléments, le Fe et le Zn ont été dopés à des 
concentrations 10 fois supérieures (i.e : 0.5 ppb, 5 ppb, 50 ppb et 500 ppb), pour avoir 
des concentrations plus proches de celles retrouvées dans la matrice.   
La réponse relative a été calculée de la même façon que l’équation [3.1], en divisant le 
nombre de coup mesuré à chaque niveau par le nombre de coup mesuré à x0.25 de sels. 
Aux concentrations utilisées il n’y a pas de suppression de signal observé, au contraire il 
semble y avoir une légère augmentation (Tableau  8). Les valeurs ne sont montrées que 
pour un dopage à 50 ppb, car des tendances identiques sont observées à 0.05 et 5 ppb 
mais la proximité à la LOD nous empêche d’avoir la totalité des résultats. Cette 
augmentation observée n’est cependant pas suffisamment importante pour avoir un réel 
impact sur la mesure, d’autant plus que la variation d’intensité n’est pas linéaire en 
fonction de la concentration en sels. Cette variation peut être attribuée à l’utilisation de 
produits dont la pureté n’est pas de grade analytique lors du dopage des majeurs, 
principalement celle du phosphate de potassium qui a une pureté de 99% et n’est pas de 
grade métal trace. 
Dans le domaine de concentration à laquelle nous allons travailler, la concentration en 
éléments majeurs ne semble pas avoir d’effets importants sur l’intensité du signal 
mesuré (variations <15%). Cependant ce test ne nous apporte pas d’information 
supplémentaire quant au choix du standard le plus adapté pour les éléments d’intérêt car 
la variation d’intensité des standards interne est <5% (résultats non montrés).  
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Tableau 8: Variation d’intensité relative en %  des éléments à 50 ppb suite à la mesure 
des éléments avec un dopage en éléments majeurs (Ca, Mg, Na, K et P)  à 4 niveaux 
relatif à leur concentration présente dans des échantillons réels de méconium 
 Majeurs 
x0,1 (%) 
Majeurs 
x0,5 (%) 
Majeurs 
x1 (%) 
Majeurs 
x4 (%) 
27Al 0 5 12 10 
51V 0 7 14 12 
52Cr 0 7 13 12 
55Mn 0 6 12 11 
57Fe 0 6 12 10 
59Co 0 7 14 12 
60Ni 0 7 14 12 
65Cu 0 6 13 12 
66Zn 0 6 11 9 
75As 0 6 12 11 
111Cd 0 4 7 5 
208Pb 0 -2 0 -5 
 
3.2.2.3 Effets de matrice  
Les effets de matrices ont été étudiés à plusieurs teneurs en méconium (Tableaux 9 et 
10). Pour ces essais, 150 mg de méconium sec ont été digéré dans 2 mL d’HNO3, dilué à 
10 mL. Par la suite 3 conditions sont choisies, une dilution par 10, par 5 et par 3. Le 
protocole de digestion détaillé est présenté plus loin dans le mémoire. Sachant que la 
méthode finale est faite avec une dilution par 5, cette étape nous permet de voir les effets 
à plus faible et plus forte teneur en matrice sur l’intensité mesurée pour chaque élément.  
Les tableaux 9 et 10 présentent les mesures faites sur la matrice diluée avec les 3 
facteurs mentionnés précédemment. Pour chaque condition, 5 niveaux de dopages ont 
été faits, à savoir 0 (i.e : matrice seule), 0.05 ppb, 0.5 ppb, 5 ppb et 50 ppb. En 
considérant les teneurs dans la matrice des éléments Fe, Na, Mg, Ca, Zn et P (Tableau 9) 
qui sont plus forts que les autres, ces derniers ont étés dopés à des concentrations 10 fois 
supérieures (i.e : 0 ppb, 5 ppb, 50 ppb et 500 ppb). 
Les effets de matrice ont été obtenus en utilisant l’équation [3.2] : 
 
 [3.2] 
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Tableau 9: Concentration mesurées en ppb des éléments mineurs à 5 niveaux de dopage pour 3 
facteurs de dilution de matrice 
   
LOQ 
(ppb) 
27Al 51V 52Cr 55Mn 59Co 60Ni 65Cu 75As 111Cd 208Pb 
  0,353 0,001 0,003 0,014 0,002 0,003 0,370 0,066 0,001 0,003 
Matrice 
dilution
x10 
 
Matrice <LOQ <LOQ 0,064 3,506 0,0625 0,0675 8,564 0,0795 <LOQ 0,041 
0,05 <LOQ 0,061 0,065 3,626 0,0650 0,0680 8,922 0,098 0,050 0,046 
0,5 0,779 0,581 0,571 4,186 0,5675 0,5800 9,611 0,570 0,4945 0,433 
5 5,743 5,503 5,454 8,981 5,388 5,491 14,33 5,220 4,746 4,136 
50 51,67 52,04 51,72 54,36 51,39 51,56 59,50 49,64 46,92 44,16 
Matrice 
dilution 
x5 
  
Matrice <LOQ 0,001 0,008 6,970 0,013 0,0180 17,57 0,058 <LOQ <LOQ 
0,05 <LOQ 0,058 0,067 7,258 0,070 0,0720 17,80 0,122 0,050 0,047 
0,5 0,923 0,582 0,582 7,778 0,571 0,5750 18,46 0,631 0,489 0,446 
5 6,029 5,544 5,420 12,67 5,405 5,464 23,73 5,379 4,736 4,132 
50 52,39 52,68 52,17 58,41 51,98 52,34 69,05 50,68 46,7 42,43 
Matrice 
dilution 
x3 
  
Matrice 0,394 0,001 0,012 10,73 0,019 0,0230 26,67 0,082 <LOQ  <LOQ 
0,05 0,487 0,062 0,069 10,89 0,079 0,0830 27,06 0,160 0,053 0,050 
0,5 1,155 0,583 0,587 11,40 0,578 0,5905 27,98 0,642 0,480 0,432 
5 6,148 5,620 5,522 16,25 5,496 5,590 32,84 5,480 4,758 4,077 
50 52,02 52,99 52,31 62,21 52,34 52,46 78,29 51,04 46,02 40,87 
 
Tableau 10: Concentration mesurées en ppb des éléments majeurs à 5 niveaux de dopage pour 
3 facteurs de dilution de matrice 
    23Na 24Mg 31P 39K 44Ca 57Fe 66Zn 
  LOQ (ppb) 3,903 0,167 0,351 14,625 2,039 0,159 0,197 
Matrice 
dilutionx10 
 
Matrice 822 273 6,94 413 122 3,77 27,63 
0,5 854 289 7,84 441 128 4,376 28,56 
5 820 298 12,93 448 133 9,498 33,02 
50 818 343 62,51 493 178 57,91 76,22 
500 1316 790 518,65 949 627 511,25 508,55 
Matrice  
dilution x5 
  
Matrice 1657 558 13,98 849 261 7,426 56,63 
0,5 1696 579 14,97 875 256 8,1375 56,755 
5 1776 585 20,40 892 272 13,185 62,09 
50 1573 644 70,29 943 312 61,515 106,1 
500 2030 1077 538,55 1573 753 521,8 543,7 
Matrice  
dilution x3 
  
Matrice 2532 855,75 21,17 1381 371 11,23 83,41 
0,5 2577 876,8 22,31 1451 378 12,06 84,90 
5 2575 884,65 27,795 1536,5 395 17,11 89,26 
50 2335 930,6 78,935 1636 431 66,34 133,95 
500 2745 1360,5 547,2 2126 874 524,35 579,85 
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Les Tableaux 11 et 12 montrent les effets de matrice calculés avec l’équation [3.2]. Les 
pourcentages de variation par rapport à la concentration attendue ne sont montrés que 
pour les dopages dont la concentration mesurée est supérieur ou égale à celle du blanc. 
On peut remarquer qu’il y a peu d’écart par rapport à la valeur théorique, avec une 
variation < 20% dans la majorité des cas. 
En ce qui concerne les variations de la matrice diluée x10 (Tableau 12), il est possible 
que les échantillons de matrice analysés soient surestimés dû à un carry-over d’un 
standard analysé précédemment, cela induit donc des erreurs lors du calcul des effets de 
matrice. Pour chaque conditions, seul 2 éléments semblent subir une suppression de 
signal à chaque niveau, à savoir le W et le Pb dont la concentration mesurée est de -3 à -
30% de la valeur attendue. Il est possible que le signal ne soit pas corrigé de façon 
efficace pour ces éléments car les standards internes utilisés ne sont pas adaptés. Bien 
que l’énergie de première ionisation du 103Rh soit similaire à celle du 208Pb (720 kJ.mol-
1), sa masse est trop éloignée et ne permet pas une bonne correction. Quant au standard 
interne dont la masse est la plus proche, son énergie d’ionisation est trop faible (i.e: 
157Gd, 593 kJ.mol-1).  
 
Tableau 11: Pourcentage de variation par rapport à la concentration attendu à 4 
concentrations d'éléments mineurs pour 3 niveaux de teneur en matrices (n.a = non 
attribué,  car concentration échantillon > concentration dopage) 
    27Al 51V 52Cr 55Mn 59Co 60Ni 65Cu 75As 111Cd 208Pb 
  LOQ (ppb) 0,353 0,001 0,003 0,014 0,002 0,003 0,370 0,066 0,001 0,004 
Matrice /10 0,05 <LOQ n.a n.a n.a -95 -99 n.a -62 -104 -90 
0,5 12 5 1 n.a 1 2 n.a -2 -12 -22 
5 10 9 8 9 7 8 15 3 -6 -18 
50 3 4 3 2 3 3 2 -1 -6 -12 
Matrice /5 0,05 <LOQ 14 18 n.a 13 7 n.a 28 4 -10 
0,5 22 16 15 n.a 12 11 n.a 15 -2 -11 
5 14 11 8 14 8 9 n.a 6 -5 -17 
50 4 5 4 3 4 5 3 1 -7 -15 
Matrice /3 0,05 n.a 22 14 n.a 19 20 n.a 56 6 -3 
0,5 52 16 15 n.a 12 14 n.a 12 -4 -14 
5 15 12 10 11 10 11 23 8 -5 -18 
50 3 6 5 3 5 5 3 2 -8 -18 
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Tableau 12: Pourcentage de variation par rapport à la concentration attendu à 4 
concentrations d'éléments mineurs pour 3 niveaux de teneur en matrices (n.a = non 
attribué,  car concentration échantillon > concentration dopage) 
    23Na 24Mg 31P 39K 44Ca 57Fe 66Zn 
  LOQ (ppb) 3,903 0,167 0,351 14,625 2,039 0,159 0,197 
Matrice /10 0,5 n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a 
5 n.a n.a 20 n.a n.a 15 8 
50 n.a 41 11 n.a n.a 8 -3 
500 -1 3 2 7 1 1 -4 
Matrice /5 0,5 n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a 
5 n.a n.a 28 n.a n.a 15 n.a 
50 n.a n.a 13 n.a n.a 8 -1 
500 -25 4 5 45* -2 3 -3 
Matrice /3 0,5 n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a 
5 n.a n.a n.a n.a n.a n.a n.a 
50 n.a n.a 16 n.a n.a 10 1 
500 -57 1 5 49* 1 3 -1 
* valeur mise à titre indicatif, mais concentration dopage < concentration blanc 
 
L’analyse de matrice sans dopage a permis de remarquer un biais dans la mesure des 
standards internes (Tableau 13). Il semble un effet de matrice dépendant de la masse ce 
qui arrive régulièrement en ICP-MS (74). On peut observer une augmentation de signal 
pour les masses les plus faible et peu d’influence, voir une légère diminution pour les 
masses les plus élevées. Cette augmentation va de 7% à 13% pour le 45Sc et peu de 
variation, voir une légère diminution pour le 157Gd. Ces valeurs ont été confirmées en 
analysant un échantillon de méconium sans standard interne pour voir s’il contenait ces 
éléments. Aucun des standards interne n’était présent à une concentration détectable 
dans les échantillons analysés. 
C’est pour cela que le choix optimal de standard interne est une interpolation du Sc, 
Rh et Gd. Le Gd est préféré à l’In car sa masse ainsi que son potentiel de première 
ionisation sont plus proches des éléments les plus lourd analysés, donnant 
potentiellement une correction plus appropriée (74).  
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Tableau 13: Évaluation des effets de matrice sur les standards internes 
 45Sc 69Ga 72Ge 89Y 103Rh 115In 157Gd 
Matrice x0,5-1 7% 5% 2% 5% 0% 5% 3% 
Matrice x0,5-2 10% 8% 4% 7% 2% 7% 4% 
Matrice x1-1 9% 8% 6% 7% 1% 6% 3% 
Matrice x1-2 11% 8% 5% 7% 2% 6% 3% 
Matrice x1,5-1 11% 8% 7% 5% 1% 6% 2% 
Matrice x1,5-2 13% 9% 7% 7% 2% 6% 2% 
Matrice x0,5; dopage 5 ppb 13% 33% 8% 7% 0% 4% 0% 
Matrice x1; dopage 5 ppb 7% 26% 3% 1% -3% 0% -3% 
 
3.2.3 Test d’extraction  
3.2.3.1 Méthode de minéralisation   
L’extraction des éléments est faite par une digestion dans du HNO3 concentré de grade 
ultra trace ([métaux] > 20ppt, OptimaTM, Fisher Scientifique). Deux méthodes de 
digestions ont été comparées, une méthode d’extraction à pression ambiante (DigiPrepJr, 
SCP science), et sous pression (MarsXpress, CEM). Outre la différence de pression à 
laquelle est faite l’extraction, la température atteinte est plus élevée pour une digestion 
sous pression. Aussi le volume d’HNO3 nécessaire pour une extraction efficace change 
de 1 à 2 mL d’HNO3 pour le digiprep  à un volume minimal d’utilisation d’environ 7 mL 
pour le micro-onde.  
3.2.3.2 Protocole : 
 Sous pression (Micro-onde): 
90-100 mg de méconium séché au four est placé dans un tube à digestion puis 10 mL 
d’HNO3 et 1 mL d’H2O2 de sont ajoutés. Les tubes sont placés dans le micro-onde avec 
un gradient linéaire de 0 à 15 min montant à 170°C, la température est maintenue 50 
min. Après refroidissement, le contenu est dilué à 50 mL avec H2O mili-Q et 2 mL de la 
solution prélevée puis diluée à 10 mL avec H2O mili-Q. 200 µL de standard interne est 
ajouté et la solution est analysée par ICP-MS. 
Pression Ambiante (Digiprep) : 
20-25 mg de méconium séché au four est placé dans un tube a digestion puis 1 mL 
d’HNO3 est ajouté. Les tubes sont placés dans le digiprep, avec un gradient de 0 à 15 
min montant à 45°C maintenu 15 min. Les tubes sont refroidis 10 min à T°ambiant. 1 
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mL d’HNO3 et 0.2 mL d’H2O2 à 30% sont ajoutés. Un second gradient de 0 à 15 min 
montant à 45 °C pendant 30 min, suivit de d’une montée à 65°C pendant 15 min, 
maintenu 60 min est appliqué. Après refroidissement à T°ambiant, le contenu est dilué à 
10 mL avec H2O mili-Q. 2 mL de solution est prélevée et est dilué à 10 mL avec H2O 
mili-Q. 200 µL de standard interne est ajouté puis la solution est analysée par ICP-MS. 
 
Le micro-onde (Mars Xpress, CEM) peut résister à des pressions et températures 
élevées, c’est pourquoi l’H2O2, qui fait monter la pression en libérant du gaz, est mis en 
début de réaction, c’est aussi pour cela que la température peut monter jusqu’à 170°C 
sans risque d’endommager l’équipement. Le digiprep se fait à pression atmosphérique, 
dans un contenant ouvert, la température maximum est donc limitée par la température 
d’ébullition du solvant qui pourrait induire des pertes en sortant du tube, ici c’est HNO3, 
donc 85°C à pression ambiante. L’ajout d’acide dans une matrice fortement organique 
peut créer une émulsion, c’est pourquoi seulement 1 mL est utilisé au départ afin de 
dissoudre la majorité de la matière organique sans risque de perte. Une fois la majorité 
de la matière organique dissoute, l’ajout de d’HNO3 est possible. Dans certains cas, 
ajouter du H2O2 peut être utile afin de réactiver l’acide et améliorer la digestion, il peut 
aussi former une émulsion en présence de matière organique c’est pourquoi il n’est pas 
mis au début de la digestion.  
Les volumes d’acides à utiliser pour la digestion diffèrent pour le digiprep et le micro-
onde, les masses d’échantillons ont étés choisies en prenant en compte ce facteur pour 
avoir une teneur en méconium de 75 mg/mL d’HNO3. Comme on peut le voir, les 
résultats obtenus par digestion avec le digiprep et le micro-onde sont du même ordre de 
grandeur (Tableau 14). Cependant le potentiel d’extraction du digiprep semble être 
supérieur à celui du micro-onde pour des conditions similaires. Pour les éléments 
mineurs, la grande variation s’explique par le fait que les valeurs sont proche, voir en 
dessous de cette limite.  
L’effet de H2O2 sur l’efficacité de l’extraction a aussi été testé ainsi que le volume 
d’acide utilisé (Tableau 14). Encore une fois les résultats sont du même ordre de 
grandeur, l’utilisation de H2O2 semble augmenter l’efficacité de l’extraction mais le 
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volume d’acide ne semble pas avoir d’impact significatif. Il serait probable de voir une 
différence avec un volume plus important cependant l’analyse ICP-MS se fait à une 
concentration de 2% en acide nitrique pour des conditions optimales. Ajouter de l’acide 
nous forcerait à diluer davantage l’échantillon et donc d’utiliser plus de matrice pour 
obtenir les mêmes performances. Pour cette raison, seul 2 mL d’acide est utilisé. 
Le temps de digestion a aussi été optimisé avec une méthode ayant un plateau final de 
60 min à 60°C et une seconde méthode avec un plateau final de 180 min. Pour cette 
étape un même échantillon a été digéré avec chacun des temps (Tableau 15). Encore une 
fois, pas de différences significatives sont observées entre les 2 méthodes. Pour des 
raisons pratiques, le temps de digestion choisi est le plus court, à savoir 60 minutes. 
 
Tableau 14: Concentrations mesurées pour des échantillons réels de méconiums avec 
plusieurs conditions de minéralisation 
  Micro-Onde +  H2O2 
ppb (écart type) 
Digiprep + H2O2 
ppb (écart type) 
Digiprep - H2O2 
ppb (écart type) 
Digiprep + H2O2; 3 
mL HNO3 
ppb (écart type) 
23Na 6244 (95) 9204 (679) 7702 (491) 7695 (304) 
24Mg 1672 (150) 2658 (337) 2267 (117) 2253 (114) 
27Al <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 
31P 498 (28) 730 (78) 610 (43) 62,6 (2,3) 
39K 3241 (256) 4568 (99) 3608 (230) 3641 (161) 
44Ca 593 (162) 1112 (218) 1011 (72) 1030 (89) 
51V <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 
52Cr 0,082 (0,016) 0,037 (0,013) 0,025 (0,006) 0,020 (0,001) 
55Mn 37,6 (7,3) 43,8 (6,8) 28,5 (2,3) 26,8 (1,84) 
57Fe 50,9 (16,9) 48,7 (10,9) 29,3 (2,5) 27,9 (3,3) 
59Co 0,110 (0,061) 0,064 (0,008) 0,056 (0,004) 0,052 (0,004) 
60Ni 0,151 (0,025) 0,060 (0,010) 0,058 (0,009) 0,059 (0,004) 
65Cu 78,2 (6,1) 108 (16) 75,4 (5,1) 73,9 (3,9) 
66Zn 184 (16) 290 (23) 236 (14) 233 (14) 
75As <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 
111Cd <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 
208Pb <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 
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Tableau 15: Comparaison du temps de digestion sur la solubilisation des éléments 
présents dans le méconium 
 LOQ Concentration digestion 
60 min (ppb) 
Concentration digestion 
180 min (ppb) 
23Na 1,0436 709,1 752,2 
24Mg 0,0618 239,1 253,0 
27Al 0,0871 <LOQ <LOQ 
31P 0,0846 56,76 61,89 
39K 4,4255 341,0 372,7 
44Ca 0,6174 77,81 105,20 
51V 0,0002 <LOQ <LOQ 
52Cr 0,0009 0,0090 0,0070 
55Mn 0,0049 2,859 3,243 
57Fe 0,0251 2,897 3,276 
59Co 0,0005 0,0050 0,0060 
60Ni 0,0011 0,0040 0,0030 
65Cu 0,1261 7,721 8,237 
66Zn 0,0648 21,54 24,11 
75As 0,0508 <LOQ 0,0910 
111Cd 0,0002 <LOQ <LOQ 
208Pb 0,0008 <LOQ <LOQ 
 
3.2.3.3 Test de contamination du matériel  
Le matériel utilisé est lavé à l’aide d’HNO3  à 15% v/v pour enlever les résidus de 
métaux pouvant être présent. Le temps de lavage a été vérifié afin de voir s’il l’acide 
facilite la solubilisation d’une partie des métaux résiduels pouvant être présent dans les 
tubes. Le protocole initial est un lavage de 24h dans l’acide, pour voir quel élément peut 
être émis par le tube (DigiTube 15 mL, SCP science), des lavages durant 1, 2, 3 et 5 
jours ont été fait en quintuplicata.  
Les valeurs présentes dans le tableau 16 ont été obtenues en divisant la moyenne des 
intensités de signal mesurés à chaque temps de lavage par la moyenne de l’intensité du 
signal mesuré avec 1 jour de lavage afin de voir l’évolution en fonction de la durée du 
lavage.  
Il avait déjà été observé que certains tubes utilisés pouvaient avoir une faible 
contamination en Pb. Comme on peut le voir, un tube semble en effet être contaminé par 
cet élément, augmentant la valeur mesurée pour un lavage de 2 jours. Une contamination 
en Co est aussi observée dans un tube après 5 jours de lavage. Le lavage ne semble 
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enlever qu’une partie des résidus présents dans les tubes. Parmi les éléments mesurés, le 
cuivre semble avoir une contamination qui augmente en fonction du temps (R²=0.9615).  
Toutes les valeurs restent cependant sous les limites de quantifications, éliminant le 
risque de faux positifs dû à une contamination, cependant les résultats peuvent être 
légèrement surestimés. Il faut quand même noter la possibilité que les variations 
observées peuvent être dues au bruit instrumental car les valeurs mesurées sont sous la 
limite de détection. 
 
Tableau 16: Intensité relative du signal mesuré pour plusieurs jours de lavage comparé 
à l’intensité du signal mesuré à 1 jour 
 
1 jour 2 jours 3 jours 5 jours 
23Na 1 1,13 0,73 1,38 
24Mg 1 0,72 0,68 0,92 
27Al 1 0,92 0,83 0,82 
31P 1 0,9 0,94 0,95 
39K 1 0,98 0,98 1,01 
44Ca 1 0,59 0,59 0,84 
51V 1 0,95 0,73 3,39 
52Cr 1 0,96 0,87 2,61 
55Mn 1 0,45 0,41 0,69 
57Fe 1 1,02 0,97 1,08 
59Co 1 1,15 1,1 29,7 
60Ni 1 3,43 4,3 3,53 
65Cu 1 1,24 2,04 2,72 
66Zn 1 0,29 0,29 0,46 
75As 1 1,25 1,58 4,36 
111Cd 1 0,71 0,33 0,64 
208Pb 1 6,32 0,8 0,81 
 
3.2.3.4 Stabilité de la méthode  
La stabilité a été évaluée en digérant en triplicata des échantillons de méconium à 20 
jours d’écart (Tableau 17). La solution digérée le premier jour a été analysée 2 fois, le 
premier jour (Tableau 17, « Extraction 1 ») ainsi que le même jour que la seconde 
digestion, 20 jours plus tard («Extraction 1-2 »).  
La variation des concentrations mesurées est inférieure à 30%, à l’exception du Cr, et Al 
dont la concentration mesurée a presque doublé d’une séquence d’analyse à une autre 
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pour la même solution. Les valeurs mesurées étant très faibles, il se peut que la variation 
de la sensibilité instrumentale entre ces 2 jours ait pu avoir un impact sur les 
concentrations mesurées. Les échantillons sont conservés dans des tubes en 
polypropylène. Les échantillons étant composés de 20% d’HNO3, il est possible que 
durant les 20 jours, des impuretés présentes dans le matériau aient pu se dissoudre dans 
l’échantillon ou qu’une partie du solvant se soit évaporé, modifiant la concentration 
réelle. 
 
Tableau 17: Concentrations en éléments en ppm mesurées dans un échantillon de 
méconium pour 2 extractions différentes (Extraction 1; Extraction 2) et à 20 jours 
d’écart entre les analyses du même échantillon minéralisé (Extraction 1; Extraction 1-2) 
 
Extraction 1  Extraction 1-2  Extraction 2  écart (%) 
23Na 7636 10462 7702 22 
24Mg 2574 3003 2267 11 
27Al 1,44 2,304 <LOQ 33 
31P 644 872 610 21 
39K 3912 4969 3608 17 
44Ca 1207 1589 1011 19 
51V <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 
52Cr 0,0369 0,0891 0,0249 59 
55Mn 32,1 38,8 28,5 13 
57Fe 34,2 44,0 29,3 18 
59Co 0,0599 0,0783 0,0556 19 
60Ni 0,0829 0,1167 0,0578 24 
65Cu 80,9 104 75,4 18 
66Zn 261 330 236 17 
75As <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 
111Cd <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 
208Pb <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 
 
3.2.4 Application sur des échantillons de méconium 
La méthode a pu être appliquée pour l’analyse de 371 échantillons (Tableau 18). Comme 
on peut le voir, les plages de concentration mesurées sont plus larges que celles 
mesurées aux USA (66). Ceci est probablement dû au fait que l’échantillonnage utilisé 
pour ces études est plus petit (34 échantillons) que celui avec lequel nous avons 
travaillé. De plus l’échantillonnage de l’étude GESTE comprend des participants 
répartis dans plusieurs parties de l’Estrie au Québec. La composition du sol dans cette 
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région peut varier (75) et influence les quantités de métaux présents dans l’eau bu par la 
mère, il est normal de retrouver des concentrations très variés pour les éléments tels que 
le Calcium ou le Sodium.  Concernant les métaux plus toxiques (i.e : As, Pb, Cd…), les 
concentrations mesurées montrent de faibles taux d’exposition. L’étude faite à Manille 
par Ostrea et al. (49) montre des concentrations très importantes, notamment en Pb. 
L’échantillonnage provient majoritairement de la ville de Manille en 2002, l’auteur 
attribue ces valeurs à l’utilisation d’essence contenant du plomb qui était toujours très 
utilisé au moment de l’étude. De plus les conditions lors de la naissance des nouveaux 
nés étaient en violation avec des normes sur la santé car l’hôpital d’où proviennent les 
échantillons, se situe près d’une usine de recyclage pour des piles au plomb.  C’est un 
problème moins retrouvé dans notre échantillonnage, qui provient de la région de 
l’Estrie, où ce type de pollution est beaucoup moins présente voire inexistante. 
L’échantillonnage de notre étude est fait en quasi-totalité dans la région de l’Estrie au 
Québec. Les roches retrouvées dans les sols de cette région sont principalement de type 
calcaire (76). La consommation d’eau provenant de ces régions peut donc expliquer les 
fortes teneurs en calcaire et potassium mesurée ici. 
 
Tableau 18: Résultats issues de la mesure de 371 échantillons comparé avec la 
littérature 
 Étude GESTE 
(ppm) 
Littérature 
(ppm) 
Localisation (référence) 
23Na 1100-15000 - - 
24Mg 150-6500 2350-3300 New-York, USA (66) 
27Al <LOQ-2,3 - - 
31P 200-8000 110-170 New-York, USA (66) 
39K 900-18000 - - 
44Ca 100-26000 1600-3900 New-York, USA (66) 
51V <LOQ - - 
52Cr <LOQ -0,09 - - 
55Mn 1-100 9-35 New-York, USA (66) 
57Fe 5-1100 47-115 New-York, USA (66) 
59Co 0,01-0,17 - - 
60Ni <LOQ-1,7 - - 
65Cu 15-250 90-154 New-York, USA (66) 
66Zn 20-1500 156-365 New-York, USA (66) 
75As <LOQ-0,72 0.001-0,31 Manille, Philippine (49) 
111Cd <LOQ-0,01 0,5-72 Manille, Philippine (49) 
208Pb <LOQ-0,35 8-600 Manille, Philippine (49) 
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3.3 ANALYSE DE COMPOSÉS ORGANIQUES 
 
3.3.1 Matériel et méthode  
3.3.1.1 Paramètres d’analyse  
L’analyse des composés organique a été faite à l’aide d’un UPLC Acquity couplé à un 
spectromètre de masse en tandem Xevo TQ de Waters. Les paramètres optimaux 
d’analyse sont obtenus par infusion du standard pur dans du MeOH à 1 µg/mL. Les 
paramètres obtenus sont présents dans la partie 2.3.1.  
 
3.3.1.2 Solutions stock et de travail 
Des solutions stock individuelles à 1 mg.mL-1 sont préparées en pesant précisément 10 
mg de standard analytique dans 10 mL de MeOH dans une fiole jaugée de ce volume. 
Dépendamment de la solubilité des composés, plusieurs solutions ont été acidifiées à 
0.1% d’acide formique. Toutes les solutions sont gardées à -20°C et renouvelées tous les 
6 mois. Elles sont gardées à température ambiante durant 45 min avant leur utilisation 
pour qu’elles atteignent leur équilibre de solubilité. 
La solution intermédiaire de travail à 10 µg.mL-1 est obtenue en diluant les 1 mL des 80 
composés dans 100 mL de MeOH à l’aide d’une fiole jaugée. Cette solution est gardée à 
4°C et est renouvelée tous les mois.  
Les solutions de travail sont obtenues par dilutions de la solution intermédiaire. Ces 
solutions sont diluées pour obtenir les concentrations désirées, sont gardées à 4°C et 
renouvelées toutes les semaines.  
 
3.3.1.3 Extraction des composés dans les méconiums 
Les échantillons sont partiellement décongelés et homogénéisés, environ 150 mg est 
pesé avec précision dans un tube en polypropylène de 15 mL stérile. 2 mL d’AcOEt est 
ajouté et les tubes sont brassés vigoureusement à la main, puis placés dans un bain à 
ultrason durant 15 min. 400 mg de sulfate de sodium sont ajoutés puis les tubes sont 
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agités avec un vortex durant 60s. Les mélanges sont centrifugés à 4500 rpm à 4°C durant 
15 min, les surnageants sont alors séparés et évaporés sous un flux d’azote à 40°C (bain 
de sable thermostaté). Les extraits sont alors dissous dans 1 mL de MeCN, passé dans un 
bain sonique puis agité à l’aide d’un vortex 30s chaque.  150 mg de sulfate de sodium et 
50 mg de C18 sont ajoutés à la solution et immédiatement agité à l’aide d’un vortex 
durant 30s. Les échantillons sont de nouveaux centrifugés dans les mêmes conditions et 
les surnageants sont de nouveaux séparés et évaporés sous azote à 40°C. Pour finir, les 
extraits sont dissous dans 1 mL d’un mélange MeOH/H2O (50 :50) et filtrés sur un filtre 
en polytétrafluoroéthylène de 0.2 µm avant analyse par UPLC-MS/MS. 
 
3.3.1.4 Confirmation des pics positifs 
La confirmation des analytes détectés est faite en utilisant le ratio des 2 fragments 
utilisés pour la quantification (Q) et la qualification (q) en MRM. Ce ratio est spécifique 
à chaque analyte et est indépendant de la matrice. Il est déterminé en prenant la moyenne 
des ratios (Q/q) des standards analytiques dans un solvant pur (n= 5). Un pic est 
considéré comme étant un « vrai » positif si son temps de rétention chromatographique 
est à ± 0.02 min de celui d’un standard et que son ratio ionique est à ±20% de la valeur 
attendue, obtenue à l’aide des standards (77).  
 
3.3.1.5 Mesure de justesse et de précision 
La justesse (taux de récupération) de la méthode est évaluée à 4 niveaux de 
concentration (5, 15, 30, 50 et 100 ng.mL-1) en 5 réplicas (même jour et même 
laboratoire). Elle est déterminée en utilisant des matrices dopées par nos analytes et se 
calcule selon équation [3.2] : 
 [3.2]  
 
La précision est exprimée comme étant l’écart type relatif des taux de récupérations.  
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3.3.1.6 Limites de détection et de quantification et effets de matrice 
Les limites de détections (LOD) et de quantification (LOQ) sont déterminées en faisant 
une régression de 5 réplicas de solutions de calibrations indépendantes afin de minimiser 
les erreurs systématiques et 6 niveaux de concentrations allant de 0.1 à 100 ng.mL-1 
(Tableau 4). Les LOD et LOQ sont calculées, en accord avec le comité international sur 
l’harmonisation (78), comme étant 3 et 10 fois l’erreur standard de la courbe de 
calibration. Les calculs sont faits à l’aide de l’équation [2.1] :  
  [2.1] 
 
3.3.1.7 Droite d’étalonnage 
Les courbes de calibrations utilisées peuvent être décrites par une équation polynomiale 
du premier ou du second ordre pour des concentrations allant de 0.1 à 100 ng.mL-1. Une 
meilleure corrélation est observée pour une équation du second ordre. Les paramètres 
d’acceptabilité des courbes sont <20% pour l’écart des points individuels par rapport à la 
courbe, et un coefficient de détermination R2 >0.999. 
 
3.3.2 Résultats et discussion  
3.3.2.1 Optimisation LC-MS/MS 
La grande variété de propriétés physico chimiques des composés d’intérêt rend l’analyse 
multirésiduelle compliquée. De nombreux compromis ont dû être faits, notamment entre 
les performances (forme des pics, intensité, séparation…) et la versatilité (capacité de 
détection d’un maximum de composés appartenant à différentes familles) de l’analyse, 
réduisant ainsi les molécules analysables avec une méthode unique.  Le dwell time 
(temps durant laquelle le quadripôle analyse une masse) est de 5 ms et le temps 
d’analyse de composés est compris entre 15 et 30 s, ceci permet d’avoir une densité 
optimale de points par pic (n > 8). 
 Les différences de polarité des composés (log kow de -0.74 pour thiametoxam et 7.29 
pour 3,3',5,5’-Tetrabromobisphenol A) impose une chimie particulière pour le type de 
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colonne utilisée. Travailler en phase inverse nous permet d’avoir une meilleure 
séparation pour nos analytes. Le choix de la colonne s’est porté sur une HSS T3 qui, 
contrairement à la majorité des autres colonnes de type C18, permet une bonne 
séparation des composés polaires. Ceci est en partie dû à une faible densité en carbone 
dans le sorbant de la colonne, la rendant plus hydrophile que d’autres colonnes en phase 
inverse.  
Plusieurs solvants ont été essayés pour la phase mobile, l’utilisation de MeOH augmente 
l’intensité des pics mesurés et le MeCN améliore la forme des pics. Un compromis entre 
ces 2 paramètres a été fait en prenant un mélange MeOH/MeCN de 80/20 pour la phase 
B et de l’eau pour la phase A. Parmi les composés analysés, seul 1 a une ionisation 
négative, c’est pourquoi 0.2% d’acide formique est ajouté aux phases A et B, afin 
d’améliorer l’ionisation des analytes, et donc les intensités mesurées.   
 
3.3.3 Extraction 
Une comparaison des différentes méthodes de la littérature faisant l’extraction de 
pesticides dans le méconium (tableau 19) nous informe que la majorité des extractions et 
purifications sont faites par une extraction solide-liquide (SLE) à l’aide d’un solvant 
organique (MeOH ou MeCN) suivie d’une purification par extraction sur phase solide 
(SPE).  
Nous nous sommes inspirés de ces méthodes, pour optimiser la méthode en commençant 
par la dernière étape, la purification par SPE puis la SLE.   
 
Tableau 19: Comparaison des méthodes existantes pour l'extraction et l’analyse de 
pesticides dans le méconium 
  Ostrea et al. 
(49) 
Bielawski et al. 
(60) 
Berton et al.  
(68) 
Whyatt and Barr  
(79) 
Tsatsakis et al.  
(80) 
Meyer-
Monath et al. 
(81,82) 
Masse 0,5g 0,5g 0,5g sec 0,5-1 0,5g 1g 
Solvant 
extraction 
MeOH MeOH/ tampon 
phosphate (75/25) 
MeOH/MeCN MeOH MeOH H2O + 
NH4OH-
MeCN 
Méthode SLE/ SPE SLE / SPE SLE/ SPE SLE/ dérivation SLE/DSPE SLE/LLE/SPE 
Adsorbant C18 C18 Strata-X-AW - K2CO3 Bond elu 
SAX- Strata X 
Analyse GC-MS GC-MS UPLC-MSMS Isotope dilution GC-
MSMS 
GC-MS LC-MS/MS 
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3.3.3.1 Purification SPE 
Afin de pouvoir éliminer le plus possible de matrice de nos échantillons avant analyse, il 
faut une étape de purification efficace. Une extraction sur phase solide (SPE) est un 
moyen de faire cela. En considérant les propriétés de nos molécules, nous avons 
restreints nos choix à 2 cartouches, une cartouche de type C18 (50 mg de sorbant, 
particules de 55-105 µm) et HLB (hydrophylic-lipophylic balance, Waters, 30 mg de 
sorbant, particules de 30 µm). La C18 possède une chimie similaire à la colonne utilisée 
pour la séparation des analytes qui a une bonne rétention pour les composés analysés. La 
HLB possède des groupements fonctionnels polaires et apolaires, permettant une plus 
grande diversité que la C18, ce qui peut être utile pour la rétention des composés plus 
polaires faiblement retenus sur la C18, ce qui est notamment le cas de plusieurs produits 
pharmaceutiques. 
L’optimisation de cette étape s’est faite en utilisant de l’eau grade UPLC dopé par nos 
analytes à 50 ng.mL-1. Les cartouches SPE sont lavées à l’aide de 1 mL de MeOH puis 
conditionnées avec 1 mL d’eau. 1 mL de solution contenant les analytes est passé à un 
débit d’environs 0.5 mL.min-1. La cartouche est alors lavée par 1 mL d’eau puis les 
molécules sont éluées à l’aide de MeOH. Le volume minimal nécessaire pour l’élution 
est obtenu par ajout successif de 200 µL de solvant d’élution. Pour s’assurer que le 
MeOH est élué le maximum d’analytes de la cartouche, un solvant dont le potentiel 
élutif est plus puissant est passé sur la cartouche. 1mL de MeCN n’a pas permis d’éluer 
davantage de composés. De plus, comme montré dans le chapitre 2, le MeCN extrait 
généralement plus de matrice que le MeOH, le solvant d’élution s’est donc porté sur 1 
mL de MeOH. Les taux de récupérations obtenus avec la HLB sont, pour 75/80 
molécules, supérieurs à 75% (Figure 9), la méthode de purification ne nécessite donc pas 
davantage d’amélioration et est utilisé tel-quel pour la suite des manipulations. 
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Figure 9: Taux de récupération des composés organiques après une SPE 
 
3.3.3.2 Récupération après évaporation 
Pour pouvoir utiliser une cartouche de type HLB, il faut que le solvant de chargement 
soit le plus possible aqueux (83). Sachant que l’extraction des échantillons est faite à 
l’aide d’un solvant organique, une étape de changement de solvant doit être faite. Ici 
nous avons regardé si l’évaporation du solvant et la reconstitution dans de l’eau 
engendre une perte des analytes. Pour vérifier cela, nous avons comparé l’intensité d’un 
standard à 50 ng.mL-1 préparé dans de l’eau avec un standard préparé dans du MeOH, 
évaporé et reconstitué dans de l’eau. Pour 55/80 molécules, il n’y a aucune perte, 
cependant celles présentes dans la figure 10 montrent une perte non négligeable (allant 
de 10% jusqu’à 100% pour le 3,3',5,5’-Tetrabromobisphenol A). Une augmentation de 
leur solubilité a pu être observée en ajoutant 2% d’acide formique dans l’eau. Pour 
confirmer le fait que la perte n’est pas due à la dégradation des composés, une 
reconstitution dans un mélange MeOH/H2O (50:50 %v:v) est faite en parallèle, c’est le 
mélange optimal utilisé pour injection en LC-MS/MS (voir partie 2.3.2). Les résultats 
confirment que les composés ne sont pas dégradés et simplement non solubilisés dans le 
solvant aqueux. Un test d’accrochement de composés sur les parois de la verrerie utilisée 
a été fait en transférant une solution contenant une concentration connue en analyte à 
travers 10 récipients. Aucune perte significative n’a été mesurée. La perte par adsorption 
sur les parois de la verrerie n’est donc pas une cause probable de la perte de composés. 
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L’ajout de solvant organique pour faciliter la solubilisation engendre une perte des 
analytes lors du chargement sur la cartouche HLB et n’est donc pas une solution 
envisagée. Seules 8 molécules ont une perte supérieure à 50% à cause de cette étape, 
nous allons donc continuer en utilisant un mélange d’eau avec 2% d’acide formique 
pour la suite.  
 
 
Figure 10: Récupération des composés ayant une perte supérieure à 10% après 
évaporation et reconstitution dans l'eau 
3.3.3.3 Choix du solvant d’extraction 
3.3.3.3.1 Extraction dans un solvant  
Le choix du solvant utilisé pour l’extraction des analytes de la matrice est un point 
crucial. Le solvant doit avoir un pouvoir d’élution suffisamment fort pour pouvoir 
extraire les analytes d’intérêt sans extraire de matrice. Les solvants essayés sont ceux 
présents dans la littérature le plus souvent pour ce genre d’analyses, à savoir le MeOH et 
le MeCN, ainsi que le solvant qui a été jugé optimal pour l’extraction des pesticides dans 
l’Annexe 1, l’AcOEt. Pour commencer, un solvant dopé a été extrait par ces 3 solvants 
puis purifié sur cartouche HLB et analysé sur LC-MS/MS (Figure 11). Les résultats 
obtenus avec les 3 solvants ne permettent pas de discrimination quant à leur efficacité.   
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Figure 11: Extraction des analytes par 3 solvants sans matrice 
3.3.3.3.2 Extraction dans le méconium 
Des aliquotes de 100 mg de méconiums sont dopés à 50 ng.mL-1 et extraits après 
homogénéisation de la solution. Le MeCN présente des rendements supérieurs à 100% 
pour plusieurs composés (Figure 12). Ceci indique possiblement un effet de matrice plus 
présent pour ce solvant dû à une co-extraction importante de matrice avec les analytes, il 
n’est donc pas gardé. En comparant les efficacités du MeOH et de l’AcOEt, on remarque 
une meilleure récupération dans la majorité des cas avec l’AcOEt.  
De plus, les scans faits pour chacun des solvants (Figure 13), montrent une nette 
diminution quant au nombre ainsi que l’intensité des composés co-extraits par l’AcOEt 
comparé aux autres solvants. Ceci conforte dans le choix d’utiliser l’AcOEt comme 
solvant d’extraction.   
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Figure 13: Scan en ES- des méconiums après SLE et purification par SPE 
 
3.3.4 Choix de la méthode de purification 
La matrice ne semblant pas causer beaucoup d’interférence lors de l’analyse, une autre 
méthode de purification est donc essayée. La première extraction était identique à celle 
présentée dans le chapitre 1, sans utiliser de micro-onde. Cette méthode est abandonnée 
MeOH 
MeCN 
AcOEt 
Figure 12: Extraction des analytes avec 3 solvants des échantillons de méconium dopés à 50 ng.mL-1 
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car le mélange eau-AcOEt-méconium nécessaire pour la première étape de « salt-out » 
forme une émulsion, rendant le mélange trop complexe à manipuler.  
Pour la seconde méthode, le méconium est extrait dans 2 mL d’AcOEt à l’aide 
d’ultrason puis 400 mg de MgSO4 sont ajouté au mélange, pour enlever l’eau, 
initialement présent dans le méconium et se trouvant dans le MeOH afin de faciliter son 
évaporation. Le mélange est centrifugé pour sédimenter la suspension puis la phase 
liquide est évaporée et reconstituée dans 100% de MeCN. Ce solvant est choisi car il a 
été montré comme étant le plus efficace pour une SPE dispersive (DSPE) pour 
l’extraction de pesticides. 50 mg de C18 sont ajoutés pour une DSPE, avec 150 mg de 
MgSO4 pour sécher le solvant et faciliter l’évaporation. Une fois centrifugé et évaporé, 
le substrat est reconstitué dans un mélange MeOH/Eau (50 :50), qui donne le meilleur 
ratio entre intensité et forme des pics pour l’analyse par LC-MS/MS.   
Les résultats obtenus pour les 2 méthodes sont proches (Figure 14), avec une tendance à 
de meilleurs rendements pour la DSPE concernant les molécules plus apolaires, perdues 
lors de l’évaporation (chlorpyriphos, chlorfenvinphos, coumaphos….). Cette capacité à 
extraire plus de composés apolaires en plus de sa rapidité d’exécution comparé à la SPE 
rende cette méthode le choix final pour l’extraction de composés organiques dans le 
méconium.  
 
Figure 14: Comparaison des rendements obtenus par 2 méthodes de purifications 
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3.3.4.1 Validation  
3.3.4.1.1 Limites instrumentales 
Les calculs permettant leur détermination sont identiques à ceux de la partie 2.4.3.2 et 
sont présents dans le Tableau 20.  
3.3.4.1.2 Justesse et précision 
Ces valeurs sont calculées de la même façon que dans la partie 2.4.3.1. Les taux de 
récupérations vont de 17% (ciprofloxacine) à 128 % (ethyl paraben). Les précisions 
(RSD) calculées sont toutes <30% à l’exception de l’éthyl paraben (59%) et du 
tetrabromobisphonol A (45%) (Tableau 20). 
3.3.4.1.3 Effets de matrice  
Les effets de matrices ont pu être déterminés sur les composés organiques (Tableau 20). 
Les effets vont de -60% (deltaméthrine) à +69% (caféine). La valeur déterminée pour la 
caféine peut être due à la forte contamination de la matrice utilisée pour la détermination 
des effets de matrice (~1000 ng.mL-1). Les valeurs mesurées étant hors des limites de 
linéarité validée, cette valeur est certainement surestimée. Les effets sont répartis 
équitablement entre une augmentation de signal (37/77) et une diminution de signal 
(39/77) et sont considérés comme négligeables (<30%) pour la totalité à l’exception de 
la caféine et de la deltamétrine.  
3.3.4.1.4 Comparaison des performances avec d’autres méthodes publiées 
Comme mentionné précédemment, peu d’études sont faites sur la quantification 
multirésiduelle de composés organiques autres que les drogues d’abus dans les 
méconiums. Parmi les recherches trouvées dans la littérature, une dizaine de composés 
sont en communs avec ceux analysés ici (Tableau 21). Les limites instrumentales ainsi 
que les taux de récupérations obtenus sont similaires à ceux présents dans la littérature. 
Ces dernières font l’extraction et analyse de 2 à 18 composés simultanément, la méthode 
proposée ici obtient des performances similaires pour 77 composés.  
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Tableau 20: Performances de la méthode d'extraction des contaminants organique dans 
le méconium 
 Récupération 
(%) 
RSD (%) ME (%) RT (min) LOD 
(ng/mL) 
LOQ 
(ng/mL) 
  1-naphthol 95 24 0 5,27 0,1 0,2 
  Acetaminophen 104 15 18 2,78 2 5,6 
  Nicotine 12 7 n.a 0,64 0,3 0,7 
  Aldicarb 74 15 30 4,76 5 2 
  Carbendazim 95 21 17 3,15 0,1 0,3 
  Caffeine 109 20 69 3,48 0,2 0,4 
  Pyrimethanil 92 20 5 5,37 0,1 0,2 
  Thiabendazole 90 20 9 3,41 0,1 0,2 
  Simazine 89 19 -4 5,1 0,2 0,3 
  Carbaryl 95 22 6 5,27 0,1 0,3 
  Dinotefuran 94 20 -9 2,99 0,2 0,4 
  Isoproturon 98 22 15 5,58 0,1 0,5 
  Ibuprofen 69 20 11 6,35 2 5 
  Chlorotoluron 99 20 9 5,45 0,1 0,3 
  Omethoate 88 19 8 2,77 0,2 0,5 
  Monolinuron 93 24 17 5,38 0,1 0,2 
  Atrazine 91 20 -6 5,55 0,1 0,2 
  Methylbenzuron 88 19 10 5,47 0,1 0,2 
  Carbofuran 93 22 10 5,17 0,1 0,3 
  Acetamiprid 90 20 -5 4,25 0,2 0,4 
  Aldicarb-sulfone 99 20 -9 3,19 0,4 0,9 
  Bendiocarb 90 20 14 5,1 0,2 0,4 
  Metoxuron 98 22 12 4,78 0,2 0,4 
  Dimethoate 92 20 6 4,22 0,2 0,4 
  Terbuthylazine 80 20 -6 6 0,1 0,2 
  Sebuthylazine 79 21 -6 5,89 0,1 0,2 
  Naproxen 81 19 -3 5,81 0,1 0,5 
  Diuron 95 24 1 5,61 0,1 0,2 
  Carbamazepine 88 20 14 5,3 0,3 0,6 
  Cyanazine 77 18 1 4,99 0,1 0,2 
  Mefenamic Acid 78 22 0 6,51 0,1 0,2 
  Linuron 87 24 -4 5,9 0,2 0,5 
  Chlotianidine 90 19 -4 3,99 0,2 0,4 
  Thiachlopride 93 21 1 4,54 0,1 0,3 
  Hexazinon 84 18 10 5,11 0,1 0,2 
  Ketoprofen 88 18 -6 5,73 0,1 0,2 
  Imidaclopride 89 20 -1 3,99 0,1 0,2 
  Metobromuron 96 23 7 5,51 0,1 0,3 
  Ifosfamide 69 20 8 4,73 4 11 
  Cyclophosphamide 82 19 9 4,74 0,2 0,5 
  Atenolol 44 18 0 2,66 0,2 0,3 
  Nitenpyram 86 19 12 3,2 0,2 0,5 
  Fenthion 81 23 21 6,36 0,1 0,4 
  Pendilethaline 84 22 -12 6,87 0,1 0,3 
  Metolachlor 80 20 4 6,33 0,1 0,2 
  Imazethapyr 78 21 -8 4,94 0,1 0,2 
  Trimethroprim 74 17 9 3,3 0,1 0,3 
  Thiametoxam 88 18 -4 3,58 0,2 0,3 
  Parathion 74 20 2 6,32 0,1 0,3 
  Fenamiphos 87 22 -16 6,28 0,2 0,3 
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  Diazinon 30 8 3 6,44 0,1 0,3 
  Kresoxim Methyl 73 23 -10 6,33 0,2 0,5 
  Azinphos-Methyl 93 21 -7 5,8 1 5 
  Phosmet 97 24 -1 5,83 1 5 
  Iprodione 75 26 -30 6,26 1 5 
  Malathion 95 23 -1 6,08 0,1 0,2 
  Dicyclohexyl Phtalate 85 21 -19 7,15 0 0,1 
  Ciprofloxacine 17 10 -2 3,58 1 5 
  Boscalid 90 21 -11 6,01 0,1 0,4 
  Chlorpyrifos 78 22 -13 6,82 0,1 0,2 
  Peperonil Butoxide 87 22 -13 6,79 0 0,1 
  Indometacine 94 21 -7 6,31 0,1 0,3 
  Chlofenvinphos 92 19 -2 6,41 0,1 0,3 
  Fenofibrate 102 24 -11 6,76 0,1 0,2 
  Bezafibrate 84 20 -3 5,9 0,2 0,4 
  Ofloxacin 59 19 0 3,46 0,4 0,2 
  Coumaphos 112 23 -9 6,42 0,1 0,3 
  Pyraclostrobine 87 20 -6 6,43 0,1 0,2 
  Permethrine 67 19 -22 7,63 0,5 1 
  Trifloxistrobine 44 14 -14 6,5 0,1 0,3 
  Deltamethirne 62 16 -60 7,09 50 100 
  Spinosad A 45 8 1 6,09 0,1 0,2 
  Methyl Paraben 91 22 13 4,54 5 10 
  Ethyl Paraben 128 59 -23 5,07 0,2 0,7 
  Bentazone 102 26 -5 5,27 0,2 0,5 
  Fludioxonil 136 27 -29 5,89 0,2 0,6 
  Tetrabromobisphenol A 109 45 -26 6,58 20 50 
 
 
Tableau 21: Comparaison de l'efficacité de plusieurs méthodes pour l'extraction de 
composés organiques dans le méconium 
Composés LOQ (ng.mL-1) Récupération (%) LOQ (ng.mL-1) Récupération (%) Méthode Références 
Ibuprofène 5 69 ND 92 SLE-SPE/GC-MS (84) 
Indométacine 0,3 94 ND 100,8 SLE-SPE/GC-MS (84) 
Naproxen 0,5 81 ND 124 SLE-SPE/GC-MS (84) 
Acétaminophène 5,6 104 9,5 76,9-80,5  SPE/UPLC-MSMS (85) 
Caféine 0,4 109 10 92 SLE-LLE-SPE/HPLC-UV (86) 
Isoproturon 0,5 98 0,2 (ng.g-1)  79,4 SLE-SPE/UPLC-MSMS (68) 
Diazinon 0,3 30 0,2 (ng.g-1)  59,2 SLE-SPE/UPLC-MSMS (68) 
Malathion 0,2 87 0,2 (ng.g-1)  82 SLE-SPE/UPLC-MSMS (68) 
Chlorpyrifos 0,2 78 10 (ng.g-1)  82,4 SLE-SPE/UPLC-MSMS (68) 
Parathion 0,3 74 1168 71,3-96,7 SLE-SPE/GC-MS (49) 
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3.3.4.2 Application sur des échantillons réels  
3.3.4.2.1 Analyse de méconiums  
Un total de 396 échantillons a été extrait et analysé avec la méthode présentée ci-dessus 
(Tableau 22). Les échantillons proviennent de la même cohorte pour les analyses de 
composés organique et inorganiques, cependant la faible masse disponible ne permettait 
pas de faire 2 analyses séparées. La priorité s’est portée sur l’analyse de composé 
organique, d’où la quantité d’échantillon plus élevée que pour les analyses élémentaires. 
 
Parmi les 77 composés, 31 ont pu être détectés au moins une fois. La caféine est le seul 
composé retrouvé dans 100% des échantillons, à des concentrations allant de 2.8 à 
5174.2 ng.g-1. L’analyte mesuré dans les concentrations les plus élevées est 
l’acétaminophène, présente dans 57% des échantillons avec des concentrations allant de 
<LOD à 402,4 µg.g-1, dont 52 ayant une concentration supérieure à 500 ng.g-1. En 
dehors de ces 2 composés, du méthyl paraben et de la nicotine, qui sont détectés à une 
fréquence de 20% et 9% respectivement, 21% des échantillons ont une contamination 
d’au moins un des 27 autres composés détectés, avec seulement 1 à 11 détection.  
Les échantillons étant restés 5 ans à -80°C avant d’être analysés, les résultats obtenus 
sont probablement une sous-estimation de la concentration initiale.  Ces concentrations 
sont les mesures des composés parents uniquement. Le méconium est une matrice qui 
est passée au travers le système digestif du fœtus. Il est donc possible qu’une partie des 
composés ait été dégradée durant ce processus. L’analyse de métabolites nous donne des 
informations limitées car beaucoup de composés parents ont le même métabolite (68). 
Analyser les métabolites produits est une tache extrêmement délicate. D’une part, 
plusieurs composés peuvent avoir les mêmes produits de dégradations, souvent les 
métabolites sont des indices sur une famille de contaminants présents. D’autre part, 
beaucoup de voies de dégradations différentes sont possibles et un même composé 
parent peut avoir différents métabolites selon les conditions de dégradation (87) il est 
donc possible de ne pas voir le métabolite cherché même si le parent était présent. 
L’analyse de ces composés n’est pas faite car elle ne permet pas d’obtenir le type 
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d’information recherchée dans ce projet, à savoir si les fœtus ont été contaminés par les 
composés parents.  
3.3.4.2.2 Comparaison à la littérature 
Ce projet ne permet qu’une comparaison limitée avec la littérature de par le nombre 
faible d’études faites sur l’analyse de contaminants organiques dans les méconiums. 
Seuls 36 composés ont au moins été détectés 1 fois, et 11 de ces composés analysés sont 
reportés dans la littérature (Tableau 22). 
Les concentrations en contaminants varient d’un pays à un autre, ceci est prévisible car 
les habitudes de vies des participants aux études diffèrent. L’étude menée par Alano et 
al. aux États-Unis montre une concentration en produits pharmaceutiques beaucoup plus 
élevée que celle retrouvée au Québec. L’auteur attribue cette utilisation intensive, en 
partie, à une surexposition du publique via les différents médias, poussant une grande 
partie des femmes enceintes à la consommation de ces composés, malgré les risques 
potentiels indiqués sur les étiquettes de ces produits. Les normes canadiennes de la 
publicité, contrairement aux États-Unis, limite la publicité faite sur les médicaments 
sans ordonnance (e.g : acétaminophène, ibuprofène…) (88). Avec une exposition aux 
médias réduite, la consommation de ces composés diminue elle aussi. Une autre 
explication, plus probable, est que l’ibuprofène, l’indométacine et la naproxen, qui sont 
des produits anti inflammatoire, soient majoritairement remplacés par l’utilisation 
unique de l’acétaminophène. Ceci expliquerait les forte présence et concentrations 
mesurées en acétaminophène, qui sont du même ordre de grandeur que les autres 
produits inflammatoires non stéroïdiens retrouvés aux États-Unis.  
L’échantillonnage peut aussi avoir un impact sur les variations observées. L’étude ci-
présente ainsi que celle faite en France par Berton et al. contiennent à la fois des 
échantillons de zones urbaines et rurales. Les concentrations mesurées dans ces deux 
études sont très proche car l’échantillonnage et le niveau de vie moyen des participants 
sont similaires. Au contraire, l’étude faite à Manilla par Ostra et al. ne considère que des 
méconiums provenant de zones urbaine. L’auteur soulève le point que des 
contaminations importantes en pesticides ont été reportés dans la nourriture importée à 
Manilla. De plus l’utilisation de pesticides dans la ville est beaucoup moins règlementée 
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qu’en France ou au Québec. Les résultats obtenus confortent l’idée que la pollution au 
Québec est très limitée comparés à d’autres pays. 
Encore une fois, peu de données sont présentes quant à la mesure de la présence en 
caféine dans le méconium. Une étude en Pologne faite par Baranowski et al. reporte une 
fréquence de mesures similaires à celle de notre étude. Les études actuelles sont 
contradictoires quant aux réels effets de la caféine sur la grossesse (89,90), le point 
commun des articles reste que les données obtenues ne sont pas concluantes. La 
fréquence de mesure de la caféine est prévisible. Ce composé est omniprésent dans les 
produits de consommation actuelle, au point d’être considéré comme étant un marqueur 
anthropique de contamination des eaux de surfaces (91).  
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Tableau 22 : Comparaison avec la littérature des mesures de contaminants organique 
dans le méconium 
Composé Fréquence 
(%) 
Moyenne 
(ng.g-1) 
Fréquence 
(%) 
Moyenne 
(ng.mL-1) 
localisation Fréquence 
(%) 
Moyenne 
(ng.g-1) 
localisation 
Ibuprofène 0,0 <LOD 22 702,9  Michigan 
US(76) 
- - - 
Indométacine 0,0 <LOD 7,9 4591,9  Michigan 
US(76) 
- - - 
Naproxen 0,8 4,04 19 434,7  Michigan 
US 
- - - 
Caféine 100,0 645,65 90 10-45ng/g Pologne(78) - - - 
Acétaminophène 52,8 6981 20 0-1390 
(fluide 
amniotique) 
Italie(77) - - - 
Nicotine 9,3 5 43 25,9 Montevideo, 
Uruguay(83
) 
- - - 
Isoproturon 1,5 5,73 1,2 <LOQ France(70) - - - 
Diazinon 0,0 <LOD 3,5 0,3 France 34,3 226,46 Manilla, 
Philippine 
Malathion 0,0 <LOD 1,2 <LOD France 53 71,69 Manilla, 
Philippine 
Chlorpyrifos 0,0 <LOD 0 0 France 11 53,6 Manilla, 
Philippine 
Parathion 0,8 12,67 32 - - - 86,03 Manilla, 
Philippine 
Carbamazépine 0,5 0,5 - - - - - - 
1-Naphthol 0,3 0,3 - - - - - - 
Trimethoprim 1,3 1,3 - - - - - - 
Acide 
Méfénamique 
0,3 0,3 - - - - - - 
Fenofibrate 2,5 2,5 - - - - - - 
Pyrimethanil 0,8 0,8 - - - - - - 
Carbendazim 1,3 1,3 - - - - - - 
Thiabendazole 0,3 0,3 - - - - - - 
Boscalid 0,3 0,3 - - - - - - 
Methylparaben 19,9 19,9 - - - - - - 
Fludioxonil 0,3 0,3 - - - - - - 
Kresoxim-Methyl 1,5 1,5 - - - - - - 
Pyraclostrobin 1,5 1,5 - - - - - - 
Metolachlore 0,5 0,5 - - - - - - 
Pendimethalin 0,5 0,5 - - - - - - 
Hexazinone 0,8 0,8 - - - - - - 
Imazethapyr 0,8 0,8 - - - - - - 
Methibenzuron 0,3 0,3 - - - - - - 
Linuron 0,5 0,5 - - - - - - 
Carbaryl 0,3 0,3 - - - - - - 
Clothianidine 0,5 0,5 - - - - - - 
Thiamethoxam 1,0 1,0 - - - - - - 
Acetamiprid 0,3 0,3 - - - - - - 
O-Methoate 1,8 1,8 - - - - - - 
Azinphos-methyl 0,3 0,3 - - - - - - 
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3.4 CONCLUSION 
 
Deux méthodes robustes et rapides ont pu être développées et appliquées pour l’analyse 
de méconiums. Une première méthode impliquant une digestion dans l’acide nitrique et 
analyse par ICP-MS a pu être développée, validée et appliquée. Une seconde méthode 
basée sur le principe de la QuEChERS a été optimisée, validée et aussi appliquée sur des 
échantillons réels. 
Un échantillonnage d’environs 500 méconiums provenant de la région de l’Estrie au 
Québec nous a permis d’avoir une représentation globale de la population vivant dans 
cette région. Les résultats obtenus pour l’analyse de métaux ainsi que l’analyse de 
composés organiques montrent que les niveaux des contaminations sont faibles. Ceci 
conforte dans l’idée que les contaminations en produits dangereux pour la santé sont 
faibles dans cette région. Ces données obtenues pourront être une base de comparaison 
quant à la mesure de composés organiques et inorganiques dans les méconiums au 
Québec. 
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4 CHAPITRE 4 : ÉTUDE DE PERTURBATEURS 
ENDOCRINIENS 
4.1 INTRODUCTION 
 
Les alkylphénols sont des substances très couramment utilisées aussi bien en industrie 
que pour les produits domestiques. Les nonylphénol sont les principaux précurseurs de 
synthèse et produits de dégradation de surfactants de type alkylphénols polyéthoxylé 
(APnEO). La nomenclature de ces composés est complexe de par la présence de 
nombreux isomères, il faut distinguer notamment le 4-n-nonylphénol (chaine alkyl 
linéaire) (nNP) et le 4-nonylphénol (mélange technique d’isomères) (NP). Ce dernier 
représente près de 80% des alkylphenols utilisés en industrie (92). Les produits les plus 
couramment utilisés sont les nonylphénols polyéthoxylé (NPnEO) (Tableau 23) qui 
représentent environ 85% du volume total des APnEO utilisés (93). Ils peuvent avoir 
une chaine contenant de 1 à 100 groupement éthoxylés, cependant ils sont généralement 
utilisés avec 6 à 12 groupements (94). Ce sont des composés utilisés depuis les années 
1970 comme émulsifiant, détergent, agent de mouillage ou encore comme agent 
dispersant (92). Ils sont largement employés dans les produits de consommation ainsi 
que dans les industries, notamment dans les usines de textiles et les usines de traitement 
des pâtes à papier. La production annuelle des NPnEO varie entre 4500 et 28300 tonnes 
au Québec (95), et la production mondiale annuelle estimée entre 500 000 et 700 000 
tonnes par ans (87,96). Le reste des alkylphenols utilisés est principalement le 4-tert-
Octylphenol (OP) (Tableau 24), qui est un composé chimique utilisé dans la préparation 
de résines. Contrairement au NP, ce n’est pas un mélange d’isomères mais seul 
l’isomère 4-tert- qui est utilisé en tant que substance active ou en tant que précurseur 
pour la synthèse de ses formes éthoxylés (97). 
Les APnEO ne sont pas reconnus comme étant des substances dangereuses pour 
l’environnement. Cependant ils ont tendance à se dégrader rapidement et leur 
métabolites sont eux reconnus comme étant toxique et de potentiels perturbateurs 
endocriniens  (98). Les produits classifiés comme étant les plus toxiques créés en 
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condition anaérobie et sont le nNP, le NP, le OP (Tableau 23), le 4-
nonylphénolmonoéthoxylé (NP1EO), le 4-nonylphénoldiéthoxylé (NP2EO), et en 
condition aerobie ce sont l’acide 4-nonylphénoxyacétique (NP1EC) et l’acide 4-
nonylphénoxyacétique (NP2EC) qui sont formés (99). Ces substances comprennent les 
isomères ramifiés au niveau de leur chaine alkyl. Leurs propriétés sont similaires aux 
œstrogène, ce qui perturbe le système endocrinien des animaux exposés à ces composés 
(98,100). Les valeurs minimales pouvant causer ce type de perturbation sont de l’ordre 
du (ppb) 10 µg/L pour les NP et NPnEO et de 3 µg/L pour l’OP (98). Concernant la 
toxicité aigüe, la DL50 orale est estimée à plus de 2 000 mg/kg chez le rat pour l’OP 
(fiche de sécurité) et à 1 412 mg/kg pour le NP (fiche de sécurité). 
Ces produits ne sont pas présents dans l’environnement de façon naturelle. Les sources 
anthropiques les plus importantes de cette contamination sont les sorties des effluents 
industriels et des stations d’épuration (eaux et boues) (92).  
Ces composés ont déjà fait l’objet de nombreuses recherches et les normes d’extraction 
et d’analyses sont bien définies (101). Cependant l’analyse de ces composés pose 
toujours un problème. Aucun standard analytique pur n’est disponible pour les APnEO, 
leur quantification exacte est donc une tâche complexe. À l’heure actuelle, seuls les 
métabolites peuvent être obtenus comme standard pur et sont donc quantifiables (102).  
4.2 OBJECTIF 
 
Ce projet a pour but de développer une méthode d’analyse d’APs dans des eaux usées 
afin de l’implémenter en routine pour la compagnie SMi (33 Rue Chabanel Ouest, 
Montréal, QC H2N 2J9). Il est donc important de noter chaque problème ayant été 
rencontré durant le développent pour facilite son implémentation. 
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Tableau 23: Molécules d'intérêt 
Nom Log P (calculé) Mode Analyse Molécule 
nNP 6,2 MS/MS, ESI- OH
 
NP 5,8-6,2 MS/MS, ESI- 
OH C9H19
 
t-OP 4,93 MS/MS, ESI- 
OH
 
NP1EO 5,87 MS/MS, ESI+ 
OOH C9H19
 
NP2EO 5,79 MS/MS, ESI+ 
OOOH
C9H19
 
OPnEO 1,67-2,02 MS/MS, ESI+ 
OOH
n  
NPnEO 2,93 MS/MS, ESI+ 
C9H19OOH
n  
4.3 PRÉSENCE ET COMPORTEMENT DANS L’ENVIRONNEMENT  
 
Bien qu’ils puissent efficacement être traités dans des stations d’épuration (103), des 
alkylphénols sont couramment détectés dans les effluents de beaucoup de stations 
d’épurations municipales  et industriels à travers le monde (100). Leurs concentrations 
peuvent aller jusqu’à 343 µg/L dans les eaux et 13.7 mg/kg dans les sédiments (104).  
 
4.3.1 Stabilité 
Les APnEO ne sont pas stable dans l’environnement et se dégradent très rapidement. La 
dégradation commence par réduire la chaine éthoxylée, pour donner des NPnEO 
contenant majoritairement 1 à 2 groupements éthoxydes avec une dégradation supérieure 
à 99% en 4 jours (105).  
Dans l’eau, des études ont  montrées que la dégradation en NP et OP se fait plus 
favorablement dans des conditions d’anaérobies, tandis que dans des conditions aérobies 
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ce sont les NP1EC et NP2EC qui sont préférentiellement produits pour se dégrader par 
la suite en NP et OP (105). 
Cependant, la dégradation à 99% des NPnEO est beaucoup plus lente dans les sédiments 
que dans l’eau, elle est estimée à 60 ans (106). Les sédiments analysés en Colombie 
britannique contiendrais plus de 50% d’alkylphénols sous formes de NPnEO contenant 
plus de 2 groupements éthoxydes (106).  
 
4.3.2 Normes 
La discrimination des différents NPEO étant laborieuse, les normes sont faites en 
prenant en compte la totalité de ces molécules. On peut retrouver de grandes différences 
concernant la règlementation des NP et OP selon les pays. En 1986 l’utilisation des 
alkylphénols a été restreinte en Europe, voir banni comme c’est le cas en Suisse, ce n’est 
qu’en 1999 que la règlementation a été mise en place au Canada (103). Depuis leur 
utilisation a fortement diminuée (Figure 15). Il reste quand même de grosses différences 
entre les normes concernant le NP au Canada et en Europe (Tableau 24). 
 
Figure 15: Quantités de NP-NPE utilisées par les usines textiles entre 1998 et 2009 au 
Canada (adapté de Gauthier 2010 (98)) 
 
207069 
9643 
695 113 
37 
12 
-95,34% 
-99,66% 
-99,95% 
-99,99% -99,98% 
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Tableau 24: Règlementation concernant la concentration du NP dans les eaux de 
surface 
Pays Eau Sédiments 
France 0,3 µg/L (1) 35 µg/kg (3) 
Canada 1 µg/L (2) 1,4 mg/kg (3) 
(1) Directive n°2013/39/UE du 12/08/13 
(2) Conseil canadien des ministres de l'environnement 2002 (94) 
(3) Valeur calculée en considérant le Kp ainsi que les recommandations pour la qualité de l’eau 
 
4.3.3 Problèmes d’extraction et d’analyse 
Pour le développement de toute méthode d’analyse, l’étape de préparation d’échantillon 
est la plus importante et la plus délicate à mettre en place. L’enjeu de cette étape est de 
s’assurer de la bonne récupération des analytes d’intérêt dans la matrice à analyser, cela 
afin de s’assurer de la bonne répétabilité des méthodes donc de leur fiabilité. De 
nombreuse méthodes d’extractions sont déjà établies et normées (101,107), dans 
plusieurs matrices différentes comme les sols (108), les boues de stations d’épurations 
(109), les eaux (110) et bien d’autres. Le problème posé par ces composés ne provient 
pas de leur extraction mais principalement de leur analyse. 
Parmi les instruments d’analyses les plus utilisés, la chromatographie liquide en phase 
inverse est celle présentant la plus grande versatilité envers l’analyse des alkylphénols 
(Figure 16). La chromatographie gazeuse (GC) n’est pas employée pour les NPnEO 
avec de longues chaines éthoxylé car ces molécules peuvent se dégrader au niveau de 
l’injection (due à la température de l’injecteur) ou lors de la fragmentation par impact 
électronique. Étant donné que les produits de dégradation formés sont communs pour 
tous les NPnEO, la discrimination de ces composés devient limitée en GC.   
Dans notre cas, c’est un UPLC Acquity (Waters) muni d’une colonne en phase inverse 
couplé à un spectromètre de masse en tandem Xevo TQ (Waters) qui sera utilisé pour le 
développement et la validation de la méthode.  
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 * 
NP NP1EO NP2EO NP3EO NP4EO 
* 
NP5EO 
* 
GC        
        
HPLC phase normale        
        
HPLC phase inverse        
Figure 16: Domaines d'application pour l'analyse par MS des alkylphénols et ses 
dérivés (adapté d’INERIS, 2005 (105)) 
*Aucune information complémentaire n’est fournie sur la non faisabilité de ces molécules par ces méthodes.  
 
Considérant le fait que cette méthode doit être implémentée en industrie, elle doit 
répondre à des critères d’acceptabilités établies par le gouvernement. Nous allons donc 
suivre les critères donnés par le centre d’expertise en analyse environnementales du 
Québec (CEAEQ) (Tableau 25). 
 
Tableau 25: Critères d'acceptabilité de la méthode (adapté de CEAEQ 2012 (107)) 
Élément de Contrôle Critère d’acceptabilité 
Blanc de méthode Lorsque le blanc de méthode présente une concentration à dix fois la 
limite de détection, ce résultat est soustrait de la concentration des 
échantillons de la série. 
Ajout dosé Le résultat doit être à l’intérieur de l’intervalle « valeur attendue ± 
25% » pour 80% des composés. 
Matériaux de référence Le résultat doit être à l’intérieur de l’intervalle « valeur attendue ± 
30% » pour 80% des composés. 
Coefficient de corrélation de la 
courbe d’étalonnage 
r ≥ 0.9. 
Étalon d’extraction  
 
Le pourcentage de récupération doit être entre 70% et 120%. 
Solution étalon Un écart de 25% est accepté entre les valeurs de la nouvelle et de 
l’ancienne solution étalon pour 80% des composés. 
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Le principal problème posé par l’analyse des APnEO est la pureté des standards 
analytique. En effet, seul les mélanges techniques sont disponibles commercialement. 
Bien que des méthodes normées existent pour l’analyse de ces composés, la méthode 
utiliser pour la discrimination des APnEO reste floue et mal définie. Afin de pouvoir 
quantifier ces standards, il faut commencer par les purifier sur colonne préparatrice 
avant analyse, ce qui n’est pas applicable pour l’industrie en routine. C’est pour cela que 
la méthode a été développée et validée uniquement pour l’analyse du nNP, NP et OP.  
 
4.4 MATÉRIEL ET MÉTHODE 
 
4.4.1 Matériel 
Les tests de SPE sont faits avec trois types de cartouches, une HLB (Waters, 30 mg 
sorbant, taille 30 µm), une C18 (Waters, 50 mg sorbant, taille 55-105 µm) et une Strata 
X (Phenomenex 30 mg sorbant, taille 33 µm). Les analyses sont faites sur un UPLC 
(Acquity, Waters) couplé à un spectomètre de masse en tandem (Xevo TQ, Waters).    
 
4.4.2 Préparation des solutions stock  
Les solutions stocks sont préparées en pesant 10 mg de standard (nNP, NP, t-OP) dans 
10 mL de MeOH (1 mg/mL). Elles sont gardées à -20°C et sorties à températures 
ambiantes 20 min avant utilisation. Elles sont renouvelées tous les 6 mois. Les solutions 
de travails sont obtenues en diluant les solutions stocks dans un mélange H2O/MeOH 
(50/50) aux concentrations désirées. 
 
4.4.3 Préparation des échantillons   
Les APs sont extraits par extraction sur phase solide (SPE) en utilisant les phases 
absorbantes mentionnés plus haut. Chaque cartouche est conditionnée à l’aide de 1 mL 
de MeOH puis 1 mL de H2O au pH désiré pour chaque condition. Par la suite 1 mL 
d’échantillon est passé au travers de la cartouche à un débit d’environs 0.5 mL.min-1. La 
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cartouche est ensuite lavée avec 1 mL de H2O et les composés sont élués une première 
fois avec 1 mL de MeOH puis, pour les tests, avec 1mL de MeCN. La seconde élution 
est faite durant les tests uniquement afin de confirmer l’élution complète des APs de la 
cartouche. Les échantillons sont alors analysés par UPLC-MS/MS.  
4.5 DÉVELOPPEMENT DE LA MÉTHODE 
4.5.1 Conditions MS/MS 
Les conditions d’analyses MS/MS sont présents dans le tableau 6 partie 2.3.2) 
 
4.5.2 Scan des standards : 
Les paramètres ont étés obtenus en faisant une infusion combiné du standard pur à 10 
µg.mL-1 à un débit de 10 µL.min-1 avec un débit de phase mobile Eau/MeOH (50/50) + 
0.05% d’ammoniac à 0,1 mL.min-1.  
Plusieurs tampons ont été essayées pour le NP, nNP et t-OP, à savoir l’acide formique, 
l’acétate d’ammonium, l’ammoniac et sans tampon. Les ions formés sont 
majoritairement [M-H]- pour ces composés. L’intensité des pics est la plus intense en 
utilisant de l’ammoniac, elle ne varie pas pour une concentration allant de 0.05% à 
0.10%.  
De façon similaire à l’analyse des ions parents, les masses des fragments sont obtenues 
par infusion des standards à 10 µg.mL-1 en combinaison avec un débit de phase mobile 
Eau/MeOH (50/50) + 0.05% d’ammoniaque à 0,1 mL/min. Pour le développement de la 
méthode, les couples fragments/énergie de collisions sont faits en prenant les pics ayant 
l’intensité la plus élevée.  
Une majorité des fragments et des conditions obtenues sont en accord avec la littérature 
(Tableau 27). Certains fragments n’ont cependant pas pu être observés, c’est le cas pour 
le fragment 105.7 du NP, qui est cependant présent pour le nNP. Ceci nous permet 
d’utiliser le fragment 105.7 pour faire une discrimination entre NP et nNP. Il est possible 
que le standard utilisé par Vega-Morales et al. 2007 contenait du nNP, qui expliquerait 
la présence du fragment.  
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Tableau 26 : Paramètres MS/MS utilisés pour l’analyse d’APs 
Molécule Parent 
(g.mol-1) 
Cône 
(V) 
Fragment 1 
(collision) 
Fragment 2 
(collision) 
Masse parent 
littérature 
(collision) 
Cône 
(V) 
Mode Source 
nNP 219,11 -34 105,88 (20) - 106 (22)  -40 ESI - (110) 
NP 219,11 -35 132,93 (27) 146,92 (25) 105,7 (20,5); 
133 (32) 
-64 ESI - (110) 
(111) 
t-OP 205 -35 132,93 (20) 189,89 (25) 133 (16,5); 106 
(19,5)  
-72 ESI - (111) 
 
4.5.3 Conditions chromatographiques 
4.5.3.1 Choix de la colonne  
Plusieurs colonnes ont été essayées lors du développement de la méthode LC. Les 
échantillons analysés peuvent être chargés en matrice, c’est pourquoi nous avons aussi 
regardé si l’utilisation de colonne HPLC, ayant une capacité de charge plus importante 
qu’une UPLC, aurait un impact sur les limites de détections.  Les colonnes sont choisies 
en ayant des fonctions similaires à la littérature, à savoir des HPLC Ace phenyl 3 µm, 
150x2.1mm (Phenomenex) et C18 (propriétés à retrouver) et des UPLC Ultra II 
Biphenyl 1.9 µm, 50x2.1mm (Chromatographic specialities), Pinnacle DB C8 1.9 µm, 
50x2.1mm (Chromatographic specialities) ainsi qu’une BEH C18 1.7µm ; 2.1x50 mm 
(Waters).  
Les gradients ont été optimisés pour les colonnes HPLC et UPLC. Les colonnes utilisées 
ont toutes une efficacité de séparation similaire, comme le montre un exemple 
comparant 2 colonnes en figure 17. La forme des pics obtenus optimale en utilisant la 
BEH C18, de plus, elle nous permet d’avoir comparaison avec la littérature (112). C’est 
cette dernière qui est gardée pour le reste du développement de la méthode. 
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01-Jun-2015  12:50:36VBA4191000ACN-BEH
Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00
%
0
100
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00
%
0
100
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00
%
0
100
150601-TestSolvant-0009 Sm (Mn, 6x3) 21: MRM of 3 Channels ES- 
205.02 > 132.89 (t-OP)
8.60e3
3.12
150601-TestSolvant-0009 Sm (Mn, 6x3) 23: MRM of 2 Channels ES- 
219.11 > 132.93 (NP)
3.46e4
3.65
150601-TestSolvant-0009 Sm (Mn, 6x3) 22: MRM of 1 Channel ES- 
219.1 > 105.89 (nNP)
1.17e4
4.16
 
17-Sep-2015  05:54:17VBA4191000
Time
2.50 5.00 7.50 10.00 12.50 15.00 17.50 20.00 22.50
%
0
100
2.50 5.00 7.50 10.00 12.50 15.00 17.50 20.00 22.50
%
0
100
2.50 5.00 7.50 10.00 12.50 15.00 17.50 20.00 22.50
%
0
100
150916-NP-ACN-ACE-0037 Sm (Mn, 6x3) 22: MRM of 3 Channels ES- 
205.02 > 132.89 (t-OP)
1.79e5
4.14
150916-NP-ACN-ACE-0037 Sm (Mn, 6x3) 24: MRM of 2 Channels ES- 
219.11 > 132.93 (NP)
5.51e5
4.81
150916-NP-ACN-ACE-0037 Sm (Mn, 6x3) 23: MRM of 1 Channel ES- 
219.1 > 105.89 (nNP)
7.24e5
5.17
 
Figure 17: Séparation des APs avec a) Ace Phenyl et b) BEH C18, pour le 1) t-OP, 2) 
NP et 3) nNP 
Le gradient a été mis en place en considérant le fait que les analyses vont être faites sur 
des matrices environnementale. L’élution et la séparation des composés peuvent se faire 
avec une méthode courte, cependant, en considérant les analyses futures, nous avons 
choisis un gradient plus long permettant un meilleur lavage du système à chaque 
injection. Le gradient dure 9 min et commence à 37% de MeOH durant 1.5 min, puis 
monte à 85% en 0.5 min et y reste durant 1 min pour remonter à 100% durant 2 min et y 
reste durant 2.5 min, et redescente aux conditions initiale en 0.5 min pour 1min.  
 
4.5.3.2 Lavage inter injections 
Un des problèmes majeurs remarqué dans notre cas ainsi que dans la littérature, est la 
présence de contaminations dans les blancs pour l’analyse des APnEO (95). Une 
diminution de cette contamination a pu être observée en faisant un lavage à l’Acide 
Nitrique de la verrerie utilisée pour les manipulations. Le niveau de la contamination est 
passé sous le niveau de la LOD mais est toujours présent.  
Une optimisation des solvants de lavage a été faite pour enlever cette contamination. 
Une légère contamination est remarquée pour le nNP mais pas pour le NP ni le t-OP. Le 
choix des solvants de lavage s’est fait en regardant cette contamination dans un blanc 
a.2) 
a.3) 
b.1) 
b.2) 
b.3) 
a.1) 
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après 5 injections d’un std à 100 ng.mL-1. Comme le montre la figure 20, un lavage a 
30% de MeOH semble le plus efficace pour retirer les traces résiduelles de nNP. 
 
23-Oct-2015  12:29:19VBA419100-30%nNP
Time
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00
%
0
100
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00
%
0
100
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00
%
0
100
1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 2.40 2.60 2.80 3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00
%
0
100
151023-TestLavages-004 2: MRM of 1 Channel ES- 
219.1 > 105.89 (nNP)
5.09e5
S/N:PtP=1126.52
151023-TestLavages-015 2: MRM of 1 Channel ES- 
219.1 > 105.89 (nNP)
259
S/N:PtP=9.39
1.96
1.68
1.00
1.481.261.10 1.42 1.60 1.83 2.312.282.002.07 2.53
2.47 2.732.65
2.79
3.923.413.123.072.91 3.55 3.80
3.74
3.63 4.02 4.10
151023-TestLavages-006 2: MRM of 1 Channel ES- 
219.1 > 105.89 (nNP)
49.6
1.531.18
1.03
1.461.38
1.32
2.041.62
1.931.74
1.81 1.98
2.53
2.402.27
2.13
2.48
3.763.592.972.56 2.922.82 3.403.233.213.03
3.29 3.49 3.72 4.04
4.12
151023-TestLavages-024 2: MRM of 1 Channel ES- 
219.1 > 105.89 (nNP)
204
S/N:PtP=6.50
2.662.341.301.00 1.14 1.33 1.73
1.67
1.53 2.071.931.87 2.21 2.44
2.62 2.80 3.052.93 3.893.843.783.573.08
3.50
3.383.18 3.61 3.96 3.99
 
Figure 18: Optimisation du lavage inter-injection à l'aide de plusieurs compositions de 
la solution de lavage 
 
La contamination des gants en nitrile utilisés a aussi été vérifiée en plaçant un gant dans 
100 mL de MeOH durant 15 min et analysant le surnageant. Aucune trace de t-OP ni de 
nNP n’est detectée, cependant il y a une contamination en NP de l’ordre de 0.3 ng/g 
dans les gants. Bien que la contamination soit faible elle peut poser des problèmes lors 
des manipulations. Pour s’assurer qu’aucune contamination n’est introduite dans nos 
échantillons, 5 blancs sont faits pour chaque manipulation. 
 
4.5.3.3 Solvant injection  
Le choix du solvant d’injection a été fait en considérant la méthode d’extraction. La 
méthode est une SPE (cf partie 5.5.4.1), les solvants d’élutions optimaux pour les 
cartouches utilisées sont le MeOH ou le MeCN. Des standards à 100 ng.mL-1 ont étés 
préparés dans les solvants présents dans la figure 19 et ont été comparés à l’intensité 
mesuré sur un standard fait dans 100% de MeOH. Le choix du solvant d’injection s’est 
Standard 100 ng/mL 
Blanc lavage 10% MeOH 
Blanc lavage 30% MeOH 
Blanc lavage 50% MeOH 
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porté sur 100% de MeOH. Bien que le MeCN et le MeOH aient des résultats similaires 
en intensité, la forme des pics chromatographiques est plus homogène avec l’utilisation 
du MeOH.  
 
Figure 19: Intensité relative des APs à 100ng.mL-1 pour plusieurs solvants d’injections 
comparées à un standard dans 100% de MeOH 
 
4.5.3.4 Stabilité du signal : 
L’injection d’un même standard a été faite sur une période de 24h et la variation de 
l’intensité a été mesurée. Une gamme de calibration allant de 5 à 100 a été faite en début 
de séquence, par la suite des standards à 50 ng.mL-1 encadrés de blancs sont injectés sur 
une période de 24h.  
Sur la figure 20, l’intensité relative (IR) est l’intensité à un temps t divisée par l’intensité 
lors de la 3ème injection. Nous avons pris la 3ème injection comme référence car c’est à 
partir de celle-ci que le signal est stable. Le facteur de réponse (FR) est calculé en 
divisant la concentration mesurée grâce à la courbe de calibration par l’intensité mesurée 
pour la même injection. Encore une fois nous avons pris le facteur de réponse relatif 
(FRR) en divisant le FR au temps t par le FR de la 3ème injection pour faciliter la 
représentation graphique. Comme le montre la figure 20, on peut remarquer une 
diminution constante de l’intensité au cours du temps. L’utilisation du FRR nous donne 
une valeur constante sur 24h, cette correction est appliquée pour le traitement des 
données obtenue par la suite.  
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Figure 20:Variation de l'IR et du FRR des APs sur une séquence de 24h 
 
4.5.4 Méthode d’extraction 
4.5.4.1 Choix de la méthode d’extraction  
Comme mentionné précédemment, beaucoup de méthodes sont disponibles pour 
l’extraction d’alkylphénols. Pour pouvoir choisir la méthode la plus adaptée à 
l’extraction de ces composés, une matrice de décision a été établie (Tableau 28) afin de 
se concentrer sur l’optimisation complète d’une méthode. Pour cela nous avons attribué 
des valeurs allant de « +++ » (très bon) à « --» (très mauvais) à chacune des deux 
méthodes les plus couramment utilisées pour des extractions en phase liquide.  
 
Tableau 27: Matrice de décision pour le choix de la méthode d'extraction  
Méthodes Rapidité Matériel Rendements Versatilité Manipulation Facilité Total 
SPE ++ ++ +++ ++ +++ +++ 33 
Extraction 
liquide-liquide 
+++ +++ +++ +++ + + 31 
  
Tout d’abord, la consommation temporelle de l’extraction est le premier critère a 
considéré lors de prestation industrielle. Pour des analyses en routine, ce paramètre est 
d’autant plus important à prendre en compte considérant les contraintes en termes de 
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délais de rendu de résultats et de stabilité d’échantillons. Ce sont des critères clefs de 
succès quant à l’offre de prestation de service qu’offrent les laboratoires de contrôle et 
d’analyse. Ce critère est pondéré d’un facteur 3.  
Le choix du matériel ainsi que sa disponibilité rentrent en compte dans le choix de la 
méthode. Ceci comprend les instruments, les produits (solvant, réactifs, etc…) ainsi que 
les consommables à utiliser. Ce facteur pouvant être modifié par l’achat ou l’adaptation 
de matériel disponible, son facteur de pondération est de 1.  
Le rendement de l’extraction doit respecter les directives canadiennes et être compris en 
70% et 120% afin d’être acceptable (CEAEQ 2009). Les rendements ont donc étés 
évalué par revue de la littérature des méthodes d’analyse des NP et NPEO dans les sols 
(30,99,107,109,114,115) et dans les eaux (105,110,116). Il faut noter que l’extraction 
dans les boues est suivie d’une seconde étape de purification. De par son importance son 
facteur est de 3. 
Les autres critères sont la capacité de la méthode à extraire le plus de composés 
possibles (versatilité), ce qui peut être une bonne chose cependant une co-élution d’une 
plus grande quantité de matrice peut alors être attendue, ce qui peut être problématique 
lors de l’analyse par UPLC-MS/MS. Son facteur est de 2 
Le nombre d’étapes entrant en jeu lors de la manipulation conditionne le risque de 
contamination ou de perte de produit, moins une méthode comporte d’étape, plus ce 
risque est faible. La facilité et l’ergonomie des manipulations sont aussi considérées.  
Ces facteurs ont une valeur égale avec un facteur de pondération de 2. 
D’après les informations obtenues, nous allons concentrer le développement d’une 
méthode d’extraction sur phase solide (SPE). 
 
4.5.5 Performances analytiques : revue de la littérature 
Les APnEO sont retrouvés de façon récurrente et en concentration importantes dans les 
stations d’épuration, comme le montre le tableau 29. La méthode la plus couramment 
utilisé pour extraire ces molécules des eaux est par SPE, le type de cartouche peut varier 
selon les publications. Différentes méthodes d’analyses ont étés utilisées pour la 
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détections de ces produits comme  la détection par fluorescence (117), par UV (118), par 
FID (119), par spectrométrie de masse (13), mais celle offrant la meilleure sensibilité est 
la détection par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) (102,110,111). Les 
contaminations recherchées sont au niveau de traces, nous avons besoin de la sensibilité 
de cette dernière pour pouvoir avoir les performances désirées. C’est cette méthode 
d’analyse qui va être utilisé pour ce projet.   
 
Tableau 28: Survol de la littérature sur la présence et analyse des alkylphénols dans 
l'environnement et performance 
Molécule Teneur 
eaux 
(ng.L-1) 
LOQ 
(méthode) 
(ng.L-1) 
LOQ 
(instrument) 
(ng.mL-1) 
Méthode 
Extraction Eau 
Méthode analyse ; 
colonne 
nNP n.d1 10 1 81 HLB1/ C182 LC-MS/MS-ESI- ; C18 
NP 20-25001 101 81 HLB1/ C182 LC-MS/MS-ESI- ; C18 
t-OP 14-1111 5 1 41 HLB1/ C182 LC-MS/MS-ESI- ; C18 
1 extraction de 400 mL eau, reconstitution 0.5 mL 
2 extraction de 250 mL eau, reconstitution 0.1 mL 
 
Dans notre cas les limites instrumentales ont été déterminées grâce à 3 méthodes 
différentes (Tableau 30). Une obtenue en accord avec la partie 4.3.1.6 et la seconde 
méthode est une extrapolation du rapport signal sur bruit (S/N) à 2 concentrations 
différentes. La LOD est prise avec un rapport signal/bruit (S/N) de 3 et LOQ de 10. 
Nous avons gardé les valeurs obtenues grâce à la régression car elles sont plus 
représentatives de la réalité expérimentale. 
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Tableau 29: Limites instrumentales calculées par 3 méthodes différentes, en prenant 
l’incertitude d’une droite de régression et une extrapolation du S/N à 10 et 50 ng.mL-1 
concentrations 
 
Régression S/N à 10 ng.mL-1 S/N à 50 ng.mL-1 
t-OP 
13.37 
(3.81) 
0,42 (0,13) 2,86 (0,86) 
nNP 7.47 (1.91) 0,10 (0,03) 0,09 (0,03) 
NP 
13.11 
(4.32) 
0,36 (0,11) 1,73 (0,52) 
 
4.6 RÉSULTATS  
  
Les taux de récupération sont obtenus en faisant le dopage d’un échantillon avec les 
analytes à une concentration désirée puis en faisant l’extraction de cet échantillon, il est 
calculé selon l’équation [4,1] : 
 [4,1] 
 
4.6.1 Test du pH de chargement  
Les échanges entre la phase stationnaire et nos analytes sont souvent dépendant du pH, 
c’est pourquoi nous avons essayé 4 conditions de pH, décrite plus haut. Comme le 
montre la figure 21, il semblerait que le pH n’influence pas le rendement d’extraction de 
façon significative pour les cartouches utilisées.  
Un échantillon d’eau a été récolté à l’entrée de la station d’épuration de Magog, 
tamponné à pH 2 et extrait à l’aide de ces 3 cartouches. Un scan des échantillons après 
extraction a été fait afin de voir l’intensité de la matrice et son emplacement sur le 
chromatogramme (Figure 22). En regardant le nombre de pic et leur intensité, on peut 
voir que l’utilisation d’une cartouche Strata X purifie légèrement plus les échantillons 
que les deux autres, nous avons donc gardé cette cartouche. 
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Figure 21: Rendement des extractions SPE sur a) C18, b) Strata X et c) HLB pour des 
échantillons tamponnés à 4 pH 
 
10-Nov-2015  02:19:22VBA419ENTREE STRATA MeOH
Time
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50
%
0
100
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50
%
0
100
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50
%
0
100
151106-FonalisationSMi-0262 1: MS2 ES+ 
TIC
3.76e8
2.26
0.22
2.792.55
3.222.97 4.133.52 3.80
4.26
151106-FonalisationSMi-0260 1: MS2 ES+ 
TIC
3.19e8
2.26
0.23 2.79
2.55
2.66
3.22
2.97 3.53
3.81 4.29 5.60
151106-FonalisationSMi-0263 1: MS2 ES+ 
TIC
2.27e8
2.26
0.23
2.31
2.79
2.55
2.65
3.21
2.97 3.51
4.123.80
4.26
5.555.034.83 6.10
10-Nov-2015  02:08:24VBA419ENTREE C18 1ML
Time
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00
%
0
100
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00
%
0
100
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00
%
0
100
151106-FonalisationSMi-0262 5: MS2 ES- 
TIC
1.53e8
2.30
2.26
0.23 2.23
0.72
2.33
5.552.90 6.51 6.89
151106-FonalisationSMi-0260 5: MS2 ES- 
TIC
1.11e8
2.30
0.23
2.22
0.77
2.33
6.695.875.545.325.194.842.79 4.403.62 6.15
6.87
7.24 7.74
8.04
151106-FonalisationSMi-0263 5: MS2 ES- 
TIC
1.41e8
2.29
0.23
2.25
2.33
6.135.795.432.79 7.576.62
 
Figure 22: Scan en a) positif et b) négatif d'un échantillon d'eau d’entrée de station 
d'épuration purifié sur 1) HLB, 2) Strata X et 3) C18 
 
4.6.2 Test élution  
Le pourcentage de MeOH nécessaire pour éluer les molécules a été déterminé. Les 
mesures ont étés faites en quintuplicat à 20 ng.mL-1. Le pourcentage nécessaire à 
l’élution a été déterminé en faisant des élutions successives des composés sur une 
cartouche C18 en augmentant graduellement le pourcentage de MeOH. Chaque éluat est 
ensuite analysé par UPLC-MS/MS. Il faut un minimum de 80% de MeOH pour 
commencer à éluer les analytes de la cartouche, et ne sont complètement élués qu’à 
100% de MeOH.  
a) b) c) 
1) 
2) 
3) 
2) 
1) 
3) 
B) A) 
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Le solvant d’élution a lui aussi été déterminé en comparant les rendements obtenus avec 
l’élution au MeOH et au MeCN. Aucune différence de rendement n’est observée entre 
ces deux solvant cependant lors de l’extraction d’échantillons réels l’utilisation de 
MeCN élue plus de composés que le MeOH. Un scan des échantillons extraits montre la 
présence de plus de pics avec une élution au MeCN qu’avec du MeOH (résultats non 
montrés). Nous avons donc choisi d’utiliser le MeOH comme solvant car la matrice 
extraite par le MeCN peut encrasser l’instrument, pouvant ainsi résulter à une 
diminution de ses performances au cours du temps.  
 
4.6.3 Effets de la matrice  
L’effet de matrice sur le rendement de la SPE est observé en comparant les rendements 
de l’extraction d’échantillon d’eau affluent de la station d’épuration de Magog, Québec 
à celui obtenu dans du solvant. Pour cela, des échantillons d’entrée de station, chargés 
en contaminants, de sortie, théoriquement moins chargée, et dopés en APs à 20 ng.mL-1 
sont comparés à un solvant dopé à la même concentration. Les rendements sont peu 
affectés par la matrice, il semble cependant y avoir une légère augmentation de signal 
pour le nNP avec de la matrice (Figure 23). 
 
Figure 23: rendement d'extraction des APs dans du solvant pur et dans un échantillon 
extrait d’eau en entrée et en sortie de station d’épuration 
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4.6.4 Performance analytique 
4.6.4.1 Précision et justesse 
La précision et la justesse sont calculées en dopant un échantillon d’eau de station 
d’épuration en quintuplicat (Tableau 31). Les valeurs sont comprises entre 57% de 
récupération (nNP) et 98% (t-OP). Les précisions sont en dessous de 5% pour chaque 
molécule. L’effet de matrice peut être considéré comme négligeable car il est <30% pour 
toutes les molécules utilisées. 
 
Tableau 30: Performance de la méthode d'extraction 
 Récupération (%) Précision (%) ME (%) 
t-OP 98 3 -12 
nNP 57 1 +17 
NP 95 2 -5 
 
4.7 CONCLUSION 
 
Le but de ce projet était de faire le développement et la validation d’une méthode 
d’analyse afin de pouvoir l’implémenter en routine pour le groupe SMi. Il s’agissait 
donc de noter les problèmes pouvant se produire lors de l’extraction et analyse de ces 
composés afin de faciliter l’implémentation en routine.  
Le premier problème rencontré était la pureté des standards d’APnEOs. Les publications 
ne précisaient pas la méthode employée pour calculer les concentrations des composés. 
Dans la majorité des cas, le standard utilisé contient des APnEOs avec des chaines allant 
de n=5 à n= 15. La calibration externe de chacun de ces APnEO est faite à partir de ce 
standard seul. Des approximations sur la quantité de chacun de ces composés est donc 
faite. Pour avoir un standard pur, il faut le séparer des autres composés avant analyse, ce 
qui n’est pas une solution viable pour des analyses en routine. C’est pourquoi nous 
n’avons pas étudié ces composés plus en détail. 
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Une contamination des blancs a été remarquée lors de l’analyse. Après avoir lavé la 
totalité de la verrerie à l’acide nitrique, cette contamination était toujours présente. Ceci 
a aussi été remarqué par Houde et al. 2002. Cependant, en changeant le solvant de 
lavage utilisé entre chaque injection, nous avons pu rendre la contamination à un niveau 
inférieur à la LOD. De plus les gants utilisés contiennent des traces de NP, les 
manipulations ont été faites en prenant des précautions supplémentaires par rapport à 
cela.  
Les méthodes d’extraction pour des composés en phases liquide sont limitées à 
principalement deux type d’extraction, solide-liquide et liquide-liquide. Nous avons 
choisi de nous concentrer sur l’optimisation d’une extraction solide-liquide. Nous avons  
une norme du CEAEQ comme proposée par SMi comme critère de validation. Les taux 
de récupération ont été déterminés en faisant l’extraction des APs sur 5 jours en 
quintuplicat, la variation étant inférieure à 25%, qui est le critère d’acceptabilité fixé par 
le CEAEQ, ce paramètre est accepté. Malgré le fait d’avoir essayé de nombreuses 
conditions pour optimiser l’extraction, le rendement maximal obtenu pour le nNP reste 
inférieur à 70%, ce qui signifie que la méthode n’est pas validée pour ce composé. Les 
critères donnés par le CEAEQ (Tableau 26) sont validés pour le t-OP et le NP. La 
méthode peut donc être considérée robuste et utilisable pour ces deux composés. Le nNP 
ne répondant pas à ces critères, une optimisation de la méthode doit encore être faite 
pour que ce composé réponde aux critères demandés par le groupe SMi. 
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5 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 
Le but des projets de recherches était de faire le développement de méthodes d’analyses 
multirésiduelles et de les appliquer sur des échantillons réels. Nous avons pu voir que les 
contaminants d’origine anthropique touchent plusieurs states de l’environnement, les 
eaux de station d’épuration (chapitre 5), la faune sauvage (Annexe 1) ainsi que les 
humains (chapitre 5). Ces résultats n’auraient pas pu être obtenus sans le développement 
de méthodes d’extraction et d’analyses. 
Le développement d’une méthode spécifique a permis de quantifier la composition 
élémentaire ainsi que les produits organiques ayant contaminé le fœtus in utéro grâce à 
l’utilisation du méconium. Dans ce cas, la matrice a fait l’objet de plusieurs études, mais 
peu de contaminants y sont analysés, ceci dû entre autres par le manque de méthode 
efficace disponible. Une contamination en xénobiotique in-utéro peut avoir des effets 
importants sur la croissance de l’enfant. L’avantage de cette matrice est qu’elle est le 
résultat d’une accumulation de ce que le fœtus a ingéré durant la grossesse, donc des 
contaminations ayant lieu durant cette période. Les données obtenues seront par la suite 
couplées avec des résultats obtenus par le groupe de l’étude GESTE sur le 
neurodéveloppement et les problèmes de santé des enfants participants à l’étude. Encore 
une fois, une méthode suffisamment versatile pour analyser une large gamme de 
composés a pu être mise en place afin de pouvoir mener ce projet à bien.  
Bien que certaines méthodes font l’objet de normes gouvernementales, telle que 
l’analyse des APnEOs, nous avons pu voir que l’application en laboratoire de telles 
méthodes peut être délicate. C’est l’une des raisons pour lesquels le développement de 
méthodes simple et robuste est important, afin de faciliter l’implémentation de n’importe 
quelle méthode dans un nouveau laboratoire.  
Les travaux faits dans ce mémoire sont faits afin que les résultats obtenus puissent servir 
de base sur des travaux futurs concernant la disparition des hirondelles ainsi que le 
développement des enfants. Les méthodes ont pu être validées en suivant les directives 
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CEAEQ et appliquées à des échantillons réels. Les résultats obtenus font actuellement 
l’objet d’études plus approfondies. 
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7 ANNEXE 1 :  ANALYSE DE BOLÉE D’INSECTES 
7.1 INTRODUCTION 
 
Il est globalement admis que l’homme a un fort impact sur l’environnement et sa faune. 
Cela peut être un effet direct comme le braconnage, qui a poussé de plusieurs espèces à 
l’extinction. Dans d’autre cas, l’effet peut être indirect. C’est le cas de la disparition de 
nombreuses espèces d’oiseaux champêtre dû à l’intensification de l’agriculture. La 
destruction de leur habitat pour agrandir les cultures ou l’utilisations intensives de 
produits phytosanitaires sont parmi les causes principales (120). Depuis les 20 dernières 
années, il y a eu un déclin de la majorité des oiseaux insectivores en Amérique du nord 
(121,122). Ce déclin peut être dû à des menaces endogènes ou exogènes (123). Des 
recherches ont démontrés que l’exposition à des produits phytopharmaceutiques (PPCs) 
peut causer une diminution des fonctions immunitaires, réduire la croissance et les 
chances de reproduction (15),(124),(125,126). Parmi ces composés, une famille ressort 
comme posant un problème important dans les populations aviaires, il s’agit des 
néonicotinoïdes. En effet, leur utilisation est corrélée avec une diminution moyenne de 
3,5% de la population aviaire locale (124). Bien que ces composés soient reconnus 
comme étant dangereux, ce ne sont pas les seuls utilisés en agriculture. Afin d’être plus 
représentatif de la réalité environnementale, nous allons faire l’analyse multirésiduelle 
d’une large gamme de PPCs appartenant à différentes familles de classification 
chimique (voir Tableau 32). Selon le site de santé canada (127) plus de 300 substances 
actives sont règlementées au Québec. Cette liste a été réduite à 54 molécules qui seront 
utilisées tout au long de ce projet. Elles ont été choisies en fonction de leur utilisation 
ainsi que leur compatibilité avec la méthode utilisée. 
Le but initial de ce projet est de regarder si une contamination en pesticides dans la 
nourriture des hirondelles bicolores à un impact sur l’évolution de leur population au 
Québec. Pour cela, des bolées d’insectes sont prélevés depuis le nid d’hirondelles situées 
dans plusieurs fermes réparties au Québec. Les conditions d’échantillonnage de ce projet 
nous obligent à travailler avec une faible masse, ce qui représente une difficulté 
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supplémentaire. Parmi la littérature, seule une publication trouvée mentionne 
l’extraction dans des organismes de la taille d’un insecte (128). Cette méthode est 
développée pour l’extraction de pesticide dans un isopode (~40 mg) par dispersion de 
matrice en phase solide. L’efficacité de ce type de méthode dépend de l’affinité entre les 
analytes et l’agent dispersant utilisé, voulant faire une extraction de plusieurs classes de 
composés, cette méthode n’est pas adaptée pour nos travaux. La méthode développée ici 
possède la grande efficacité d’une extraction assistée par micro-onde, pour extraire les 
analytes fortement liés à la matrice, combinée à la versatilité de la méthode QuEChERS.  
Afin de pouvoir réaliser ce projet, nous avons pour tâche de développer une méthode qui 
permet d’extraire et analyser efficacement ces contaminants dans cette matrice 
complexe. Ce travail a été publié dans le journal Analitica Chemica Acta (129).  
 
7.2 MÉTHODE D’ANALYSE 
7.2.1 Séparation chromatographiques et paramètres de spectrométrie de masse 
L’analyse des PPCs est faite sur un spectromètre de masse en tandem Xevo TQ (Waters) 
couplé à un Acquity UPLC (Waters) muni d’une colonne HSS T3 (100 mm x 2,1 mm, 
1.8 µm équipé d’un pré filtre de 0,2 µm). Le débit de solvant est de 0.4 mL.min-1 et la 
température de la colonne est maintenue à 35°C. Le volume injecté est de 5 µL. La 
phase mobile contient 0,2% d’acide formique/eau (A) et 0,2% d’acide 
formique/méthanol-acétonitrile (80:20 v/v) (B). Le gradient d’élution commence avec 
5% de l’éluant B pour 1 min, augmentant à 80% en 5 min, augmentant à 90% en 1 min 
et maintient la composition pour 2 min et enfin redescend à 5% en 1 min. Le temps 
d’équilibrage est de 3 min, pour un temps total de 12 min. L’analyse par spectrométrie 
de masse est faite en utilisant une ionisation par electrospray en mode suivi de réactions 
multiples (Multiple reaction monitoring). Les paramètres optimaux obtenus en infusant 
individuellement chaque standards analytique à 10 µg.mL-1 sont les suivants : flux du 
gaz de désolvation (N2) à 800 L.h-1; flux de gaz du cône (N2) à 50 L.h-1; flux du gaz de 
collision (Ar) à 0,22 mL.min-1; tension du capillaire 2,5 kV; température de la source 
150°C, et température de désolvation 550°C. Les paramètres obtenus pour chaque 
composé sont présents dans le Tableau 32. 
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Tableau 31: Paramètres MS/MS optimaux après infusion des standards à 10 µg.mL-1, 
TC: tension de cône, EC: énergie de collision, Q/q: ration d'intensité entre l'ion de 
quantification et l'ion de qualification 
Analytes Ion précurseur   Fragment ion 1 : 
Quantification     
 Fragment ion 2 : 
qualification               
Ratio des 
Ions 
m/z ion 
précurseur 
TC 
(V) 
 m/z ion produit EC(V)  m/z ion produit EC(V) Q/q 
1-Naphtol 144.96 24  126.94 16  117.00 16 1.68 
Acetamiprid 222.91 22  125.90 20  55.91 14 4.53 
Aldicarb 190.92 10  115.88 4  88.86 12 1.97 
Aldicarb-sulfone 222.91 20  85.87 14  147.91 8 1.19 
Aldicarb-sulfoxide 206.91 14  131.90 6  88.86 12 1.41 
Atrazine 216.00 24  95.89 24  103.89 28 1.11 
Azinphos-methyle 317.85 10  131.94 14  124.85 18 3.48 
Bendiocarb 223.92 14  108.91 16  166.96 8 1.00 
Bentazon 238.96 34  132.02 24  196.91 20 1.59 
Boscalid 342.94 28  306.95 20  139.82 20 1.75 
Carbaryl 201.92 14  144.92 10  126.89 26 3.47 
Carbendazime 191.91 24  159.90 18  131.97 28 5.18 
Carbofuran 222.01 18  122.91 22  164.97 12 1.05 
Chlorfenvinphos 358.81 18  154.92 12  98.81 30 1.49 
Chlortoluron 212.91 22  71.87 16  139.91 24 10.0 
Chlorpyrifos 349.89 20  197.86 18  96.86 26 1.09 
Clothianidin 249.85 16  131.84 16  168.82 12 1.05 
Coumaphos 362.92 30  226.89 26  306.90 18 2.56 
Cyanazine 240.93 24  213.97 16  103.84 28 3.41 
Diazinon 304.94 20  168.92 20  152.97 20 1.46 
Dimethoate 229.84 14  198.86 10  124.85 20 1.48 
Dinotefuran 203.01 14  128.97 12  86.97 16 2.26 
Diuron 232.92 18  71.87 18  159.82 26 19.5 
Fludioxonil 246.94 42  125.90 30  168.92 34 2.65 
Hexazinone 253.00 22  171.00 16  70.89 30 2.32 
Imazethapyr 289.98 32  176.86 26  247.98 18 1.58 
Imidaclopride 255.89 20  174.93 18  208.97 14 1.14 
Iprodione 329.94 16  244.90 14  161.81 30 13.9 
Isoproturon 206.98 22  71.87 18  133.98 22 14.3 
Kresoxim-methyl 313.97 10  267.04 6  206.01 6 1.44 
Linuron 248.85 22  159.88 16  181.95 16 1.05 
Malathion 330.94 14  98.82 20  126.94 12 1.07 
Methibenzuron 221.90 16  164.88 16  149.91 32 2.32 
Metobromuron 258.90 20  169.89 18  147.90 16 1.34 
Metolachlore 283.97 20  252.04 16  176.03 26 1.99 
Metoxuron 228.91 22  71.87 16  155.86 24 10.0 
Monolinuron 214.89 20  125.90 16  147.9 16 1.05 
Nitenpyram 271.06 18  55.98 26  224.94 14 1.07 
O-Methoate 213.93 16  124.86 22  182.85 12 1.08 
Parathion 292.00 18  235.94 14  93.93 38 4.24 
Pendimethaline 282.04 12  211.99 10  194.03 18 9.23 
Permethrine 408.05 12  183.04 8  355.04 16 2.76 
Phosmet 317.90 14  159.88 14  132.87 38 4.25 
Piperonyl butoxide 356.18 14  177.05 14  119.00 36 3.71 
Pyraclostrobine 388.00 16  193.96 12  163.05 24 1.39 
Pyrimethanil 200.02 36  106.96 24  81.96 24 1.33 
Sebuthylazine 230.01 14  173.89 18  103.84 30 3.26 
Simazine 201.92 26  131.90 18  123.96 18 1.13 
Spinosad 732.37 34  142.02 26  97.96 58 5.09 
Terbuthylazine 230.01 22  173.89 16  95.90 26 4.98 
Thiabendazole 201.88 42  174.94 24  130.93 32 1.35 
Thiacloprid 252.86 28  125.90 20  185.91 14 12.5 
Thiamethoxam 291.92 16  210.89 12  180.89 24 2.03 
Trifloxystrobine 409.10 20  144.97 48  185.97 18 1.22 
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Deux ions produits (transitions) sont utilisés par composé, la transition la plus intense est 
prise pour la quantification et la seconde plus intense pour la qualification. Les données 
sont traitées avec le logiciel Masslynx 4.1 développé par Waters. 
 
7.2.2 Choix du solvant final de reconstitution pour injection par LC-MS/MS 
Comme on peut le voir sur les figures 24a et 24b, un solvant de reconstitution trop fort 
(i.e MeCN) entraine une déformation du pic d’élution du composé analysé, ici la 
carbendazim. Au contraire, un solvant trop faible (i.e H2O) peut induire la précipitation 
de certains composés (faible solubilité). Les échantillons sont reconstitués dans 250 µL 
d’un mélange d’eau et de méthanol (50:50) avant analyse par UPLC-MS/MS, celui-ci 
offrant le meilleur compromis entre une forme idéale de pic et une intensité maximale de 
signal.  
 
Figure 24: Effet de la force de l'éluent du solvant de reconstitution sur la forme du pic 
chromatographique de la Carbendazim (a) et la sensibilité obtenue pour 13 analytes 
avec 8 injections de solvant (b) 
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7.3 DÉVELOPPEMENT DE LA MÉTHODE  
 
7.3.1 Comparaison de l’efficacité de plusieurs méthodes d’extraction 
Dans le but de savoir quelle méthode employer pour l’extraction de pesticide dans des 
insectes, plusieurs méthodes ont été essayées.  
La dispersion de matrice en phase solide (MSPD) est, comme mentionnée 
précédemment, une méthode employée pour extraire efficacement des pesticides 
d’isopodes (128). Comme l’efficacité de cette méthode dépend de l’affinité analyte-
agent dispersent, cette méthode est peu versatile. Une extraction efficace avec cette 
méthode est limitée à juste quelques molécules (Figure 25). La méthode peut être 
améliorée en utilisant plusieurs agents dispersant cependant cela entraine des couts 
supplémentaires et ajoute des manipulations supplémentaires. Considérant cela, cette 
méthode n’est pas optimisée davantage.  
Une seconde méthode, basée sur la méthode QuEChERS, consistant à une extraction 
basée sur le principe du relargage par effet de sels (salt-out extraction), est essayée. Elle 
comprend principalement deux étapes. La première est, après dispersion de la matrice 
dans un solvant, une extraction liquide-liquide. L’ajout de sels dans cet étape transfert 
d’avantage d’analytes polaires de la phase aqueuse vers la phase organique et améliore 
la précipitation de la matrice. La seconde étape est une extraction sur phase solide 
dispersive à l’aide de C18 et de MgSO4. Cette méthode donne des résultats satisfaisant 
pour des échantillons dopés cependant aucun positif n’est détecté pour des échantillons 
réels. On peut en déduire que les analytes sont trop fortement liés à la matrice pour que 
cette méthode puisse les extraire efficacement. La force seule de l’éluant ne suffit donc 
pas pour cette matrice, une méthode d’extraction plus puissante doit être utilisée. 
La dernière méthode choisie ayant un potentiel d’extraction plus puissant que les 
précédentes est une extraction assistée par micro-onde (MAE). Un mélange d’eau et de 
solvant organique sont sélectionnés pour la solution d’extraction. Les propriétés de l’eau 
(notamment sa constante diélectrique) permettent une forte absorption des radiations, 
chauffant ainsi le mélange. Ceci facilite la rupture des cellules et les liens entre la 
matrice et les analytes, augmentant ainsi le potentiel de diffusion des analytes à travers 
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les solvants. Le solvant organique dit « solvant froid » a pour effet d’éviter que le 
mélange ne surchauffe et la thermodégradation des analytes. Parmi les solvants 
organiques utilisés, l’acétate d’éthyle est celui avec lequel les meilleurs rendements 
d’extraction sont obtenus (Figure 8). Le défaut principal de cette méthode est sa non 
efficacité à extraire des composés polaires, qui sont majoritairement retenus dans la 
phase aqueuse.  
Comme aucune des méthodes précédemment essayées n’ont donnés de résultats 
satisfaisant, une combinaison de deux méthodes a alors été choisie. Une extraction 
assistée par micro-onde suivit d’une extraction/purification par relargage de sel 
(microwave assisted and salt out extraction) est alors mise en place. Celle-ci combine 
l’efficacité d’extraction micro-onde avec la capacité de l’extraction par relargage de sel 
vis-à-vis des composés polaires. 
 
 
 
Figure 25: Efficacité d'extraction (% de récupération) de la MAE avec 5 solvants sur 
des insectes dopés à 1 µg.g-1 de pesticides pour 5 réplicas: le méthanol (MeOH, barres 
noires), l'acétone (DMK, barres rouges), l'acétate d'éthyle (AcOEt, barres bleues),  le 
dichlorométhane (DCM, barres vertes), et l’acétonitrile (MeCN, barres grises). 
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En comparant les performances relatives des méthodes précédemment décrites sur les 54 
analytes en utilisant des bolus dopés, on peut noter que la MASOE (Microwave assisted 
salt-out extraction) offre les meilleures performances générales (Figure 26). Ceci 
conforte l’idée que la combinaison des deux méthodes offre des performances 
supérieures pour l’extraction. De plus, l’ajout de sel améliore la purification des 
échantillons en augmentant la dénaturation des protéines et le faible pH diminue les 
liaisons entre les analytes et la matrice (130). 
 
 
Figure 26: Efficacité d'extraction (% de récupération) de; MSPD (barres noires), 
MASOE-DCM (barres rouges), MAE-DCM (barres bleues), MASOE-AcOEt (barres 
vertes) et QuEChERS (barres blanches) sur des insectes dopés à 1 µg.mL-1. MSPD 
(micro solid phase disperstion), MASOE (microwave-assisted salt-out extraction), Q 
(QuEChERS salt-out), DCM (dichlorométhane), AcOEt (acétate d’éthyle), MeCN 
(acétonitrile). 
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7.3.2 Effets de matrice 
Les effets de matrice sur les 54 analytes testés n’ont été mesurés que pour la MASOE 
(Tableau 33). Les effets vont de -28% (aldicarb-sulfone) à +28% (o-methoate), avec 
pour exception le nitenpyram (-58%) et la permethrine (+337%). Une suppression de 
signale est observée dans la majorité des cas (46/54 molécules). Une augmentation de 
signale n’est que peu observée pour nos analytes (6/54 molécules). Pour près du deux 
tiers des molécules, peu, voir pas d’effet de matrice est observé (-10% ≥ ME ≥ +10%). Il 
est possible de considérer les effets de matrice comme négligeables car leurs effets sont 
faible sur la quantification des molécules essayées, avec 48/54 d’entre elles ayant un 
effet de matrice inférieur à ± 20%. 
Concernant les 6 molécules ayant un effet de matrice supérieur à 20%, l’utilisation d’un 
standard interne peut améliorer l’analyse. Cependant le profil d’effet de matrice varie en 
fonction de la séparation chromatographique (Tableau 33), le standard interne doit avoir 
des propriétés d’élutions proche de celle des composés, à savoir la même molécule 
marquée au 13C ou 2D. Dans le cas présent, l’ajout de molécules à analyser diminue la 
qualité des chromatogrammes obtenus car le nombre de points par pic de chaque 
molécule diminue avec l’ajout d’analyte à la méthode. De plus l’utilisation de ce genre 
de standard est relativement couteuse. Pour ces raisons, nous n’avons pas utilisé de 
standards isotopiques. 
7.3.3 Performances analytiques de la MASOE 
7.3.3.1 Précision et justesse  
Les valeurs de précision et justesse sont calculées à trois concentrations (5, 25 et 50 
ng.g-1) de dopage sur des bolus non contaminés (Tableau 4). Les précisions calculées 
sont  < 22% pour la totalité des analytes et concentrations testées. Les taux de 
récupérations varient pour un tiers des molécules entre 70% et 120%, la moitié ayant 
entre 50% et 70% et 6 ont des faibles récupérations entre 40% et 50%. Ces derniers étant 
parmi les plus polaires (nitenpyram) et apolaire (permetrhine) des 54 analytes (voir 
logKow Tableau 3). Les faibles taux de récupération et effets de matrice observés pour 
ces composés peuvent être liés à une coélution de composés présents dans la matrice 
avec ces analytes qui augmentent les effets de matrice et diminue l’intensitée des 
analytes mesurés.  
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Tableau 32: Efficacité de la MASOE 
Analytes Récupération (%) Écart type (%) ME (%) Logkow RT (min) 
1-naphtol 62.9 5.46 -13 2.85 5.40 
Acetamiprid 63.0 8.09 -8 2.55 4.35 
Aldicarb 48.6 11.9 -12 1.13 4.82 
Aldicarb-sulfone 65.0 8.47 -28 -0.67 3.22 
Aldicarb-sulfoxide 79.4 8.38 -16 -0.78 2.97 
Atrazine 88.8 10.8 -5 2.82 5.68 
Azinphos-methyl 62.5 10.5 -12 2.53 5.98 
Bendiocarb 56.0 7.69 -9 2.55 5.21 
Bentazon 96.0 4.75 -23 1.67 5.40 
Boscalid 65.4 10.8 -16 4.00 6.21 
Carbaryl 64.2 5.63 -10 2.35 5.41 
Carbendazim 75.7 7.42 -19 1.52 3.23 
Carbofuran 67.5 5.76 -9 2.30 5.27 
Chlorfenvinphos 62.6 6.63 -10 4.15 6.64 
Chlortoluron 74.7 5.63 -6 2.58 5.60 
Chlorpyrifos 39.5 4.44 -10 5.11 7.09 
Clothianidin 53.4 7.04 20 2.64 4.10 
Coumaphos 64.1 7.73 -10 4.47 6.66 
Cyanazine 65.4 5.45 -11 2.51 5.09 
Diazinon 39.4 4.11 -4 3.86 6.66 
Dimethoate 63.1 8.08 -9 0.28 4.30 
Dinotefuran 52.9 8.56 -7 -0.19 3.03 
Diuron 63.8 6.57 -14 2.67 5.78 
Fludioxonil 87.2 5.26 8 3.82 6.10 
Hexazinone 81.9 8.9 -5 2.15 5.21 
Imazethapyr 86.2 7.84 -4 2.60 5.02 
Imidacloprid 67. 7 11.6 -10 -0.41 4.10 
Iprodione 104 21.1 -18 2.85 6.49 
Isoproturon 73.6 5.31 -3 2.84 5.73 
Kresoxim-methyl 46.2 6.85 -7 5.88 6.55 
Linuron 50.7 3.33 -22 2.91 6.09 
Malathion 61.7 7.77 -12 2.29 6.27 
Methibenzuron 80.8 6.16 -5 2.38 5.62 
Metobromuron 56.6 2.82 -11 2.51 5.66 
Metolachlor 61.9 4.35 -9 3.24 4.82 
Metoxuron 87.0 10.1 -6 2.11 4.89 
Monolinuron 52.3 3.49 -10 2.26 5.51 
Nitenpyram 40.1 3.90 -58 0.40 3.28 
O-methoate 61.8 5.43 28 -1.49 2.78 
Parathion 73.0 12.3 -20 3.73 6.56 
Pendimethalin 62.2 5.34 -6 2.62 7.13 
Permethrin 31.5 4.79 337 7.43 7.89 
Phosmet 50.9 2.80 -13 2.48 6.01 
Piperonyl butoxide 74.5 6.60 -4 4.29 7.04 
Pyraclostrobin 79.3 7.57 -4 5.45 6.67 
Pyrimethanil 72.1 6.11 2 3.19 5.42 
Sebuthylazin 95.6 8.00 -2 3.31 6.05 
Simazine 89.0 7.35 -5 2.40 5.20 
Spinosad 91.1 5.39 0 5.61 6.32 
Terbuthylazine 83.9 11.9 -5 3.27 6.17 
Thiabendazole 82.1 13.5 10 2.00 3.50 
Thiacloprid 71.3 8.23 -9 2.33 4.65 
Thiametoxam 58.4 12.9 11 0.80 3.66 
Trifloxystrobin 48.3 6.33 -8 6.62 6.75 
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7.3.3.2 Limites de détection et quantification 
Les limites de détections (LOD) et de quantification (LOQ) sont déterminées en faisant 
une régression de 5 réplicas de solutions de calibrations indépendantes afin de minimiser 
les erreurs systématiques et 6 niveaux de concentrations allant de 0.1 à 100 ng.mL-1 
(Tableau 4). Les LOD et LOQ sont calculée, en accord avec le comité international sur 
l’harmonisation (78), comme étant 3 et 10 fois l’erreur standard de la droite 
d’étalonnage. Les calculs sont faits à l’aide de l’équation [6.1] :  
  [6.1] 
Où b0 est le signal du blanc, b1 le signal de l’échantillon et S l’écart type.  
 
7.3.3.3 Comparaison avec d’autres méthodes publiées 
Peu d’études sont faites spécifiquement sur la présence et le devenir de PPCs dans les 
insectes. C’est pour cela que la comparaison de notre méthode avec la littérature est une 
tâche délicate. Il est cependant possible de comparer les performances de la MASOE 
avec d’autres méthodes dans des matrices environnementales similaires. Les limites des 
quantifications et détections obtenues sont significativement plus basses (jusqu’à 10 fois 
plus basses) que celles reportées dans des études utilisant une MSDP, MAE ou 
QuEChERS pour diverses molécules tels que le diazinon, chlorpyrifos ou le malathion 
(128,131–133). Pour d’autres composés tel que le thiabendazole, la MASOE permet 
d’obtenir de meilleurs rendements qu’avec une QuECHERS traditionnelle. Cependant, 
les extractions multi-résidus dans des matrices environnementales résultent souvent à de 
faibles récupérations (131,134). C’est aussi le cas de la MASOE, qui n’échappe pas à la 
règle, mais permet tout de même de détecter de plus faibles quantités que d’autres 
méthodes n’analysant qu’une seule molécule. Cependant, considérant la matrice utilisée, 
les comparaisons avec différentes méthodes sont à faire prudemment. L’implémentation 
de la MASOE pour des analyses multirésiduelles dans des matrices plus traditionnelles 
peut fournir des comparaisons plus fiables.  
 
106 
 
7.3.4 Méthode finale d’extraction de pesticides dans les échantillons d’insectes 
Les échantillons stockés à -80°C sont directement placés dans un tube en verre pour une 
extraction assistée par micro-ondes. 1 mL d’eau avec 2% d’acide formiques est ajouté à 
l’échantillon et mixé vigoureusement à l’aide d’une spatule puis passé sur un vortex 
durant 60 secondes. 5 mL d’acétate d’éthyle est ajouté et le mélange est agité jusqu’à 
l’apparition d’une émulsion (~60 secondes). S’en suit une extraction assistée par micro-
onde, à l’aide d’un carrousel GreenChem (CEM) et d’un digesteur Mars 6 (CEM). Le 
cycle utilisé est celui fourni par des méthodes US EPA (32), et possède les paramètres 
suivants : 1000W, rampe à T = 100°C en 10 min, maintient à 110°C pour 10 min suivi 
d’un refroidissement de 30 min.  
L’extraction par ajout de sel (salt out extraction) est faite une fois que les échantillons 
sont à température ambiante. Pour cela, 0.4 mg de sulfate de magnésium anhydre ainsi 
que 0.1 g de chlorure de sodium sont ajouté et immédiatement passé dans un vortex pour 
60 secondes pour éviter l’agrégation des sels. Les échantillons sont centrifugés à 4500 g 
pour 15 min à 4°C. La phase organique est séparée et évaporée sous un flux d’azote. Les 
extraits sont dissous dans 1 mL d’acétonitrile, passés dans un vortex et dans un bain 
sonique 30 secondes.  
 La purification finale est une SPE dispersive. Pour cela, 150 mg de sulfate de 
magnésium anhydre et 50 mg de C18 sont ajoutés à l’échantillon. Après agitation, le 
mélange est centrifugé à 4500 g pour 15 min à 4°C. Le surnageant est évaporé à sec et 
reconstitué dans 250 µL d’un mélange méthanol/eau (50:50) contenant 10 ng.mL-1 de 
triphenylphosphate utilisé comme standard interne. Pour finir la solution est passée à 
travers un filtre en téflon de 0.2 µm puis analysé par UPLC-MS/MS. Le 
triphenylphosphate est utilisé comme standard interne car il est couramment utilisé dans 
le laboratoire, ceci permet de voir avec efficacité des problèmes pouvant survenir lors de 
l’analyse. 
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Tableau 33: Performances de la méthode MASOE 
Ingrédient actif Justesse (%) Précision (%) Paramètres Limites 
 
5ng/g 
 25ng/g  50ng/g  5ng/g  25ng/g  50ng/g LOD 
ng/g 
LOQ ng/g 
1-naphtol 52.3 65.9 70.5 8.96 3.47 3.95 0.20 0.48 
Acetamiprid 63.0 61.8 64.3 11.2 8.67 4.43 0.28 0.68 
Aldicarb 49.0 52.7 44.2 12.6 13.5 9.69 0.30 1.04 
Aldicarb-sulfone 61.3 69.9 63.9 10.9 5.97 8.53 0.58 1.48 
Aldicarb-sulfoxide 69.5 79.5 89.1 12.4 6.95 5.76 0.15 0.66 
Atrazine 89.0 81.8 95.6 12.6 11.6 8.32 0.32 0.89 
Azinphos-methyl 49.0 71.2 67.4 12.3 10.0 9.11 0.49 1.41 
Bendiocarb 44.3 55.5 68.3 8.18 12.2 2.73 0.36 0.74 
Bentazon 99.0 103 87.9 4.35 6.06 3.83 0.46 1.48 
Boscalid 39.0 77.2 79.9 9.70 7.08 15.5 0.34 1.07 
Carbaryl 55.8 68.7 68.2 7.90 8.55 0.44 0.17 0.51 
Carbendazim 77.0 79.7 70.3 5.91 11.8 4.58 0.19 0.48 
Carbofuran 62.5 71.1 68.8 4.79 11.6 0.87 0.19 0.47 
Chlorfenvinphos 51.0 69.4 67.3 5.31 7.60 7.00 0.46 1.21 
Chlortoluron 66.5 78.3 79.3 5.79 7.90 3.20 0.27 0.65 
Chlorpyrifos 32.0 31.4 55.0 3.36 1.79 8.17 0.10 0.36 
Clothianidin 72.0 50.7 37.4 9.83 4.74 6.55 0.35 1.14 
Coumaphos 58.0 62.1 72.2 7.90 4.29 11.0 0.41 0.92 
Cyanazine 57.0 70.3 68.8 8.76 3.83 3.76 0.28 0.75 
Diazinon 41.0 38.4 35.9 4.50 6.56 1.28 0.20 0.45 
Dimethoate 54.8 72.4 62.2 7.84 13.6 2.75 0.17 0.44 
Dinotefuran 47.0 57.1 54.5 10.0 9.65 6.02 0.39 0.83 
Diuron 54.5 67.5 69.5 9.46 5.20 5.06 0.35 0.71 
Fludioxonil 94.1 80.1  87.6 1.36  8.13  6.30 2.16 6.32 
Hexazinone 72.5 90.9 82.4 13.1 11.1 2.72 0.08 0.49 
Imazethapyr 75.0 107 76.0 5.41 15.6 2.50 0.16 0.45 
Imidacloprid 63.0 68.4 71.6 7.68 14.0 13.0 0.42 1.06 
Iprodione 99.3 104 110 16.7 15.7 31.0 1.51 4.90 
Isoproturon 67.8 79.9 73.0 5.85 7.47 2.62 0.28 0.67 
Kresoxim-methyl 41.0 44.2 53.2 4.34 6.90 9.32 0.67 1.77 
Linuron 39.5 57.6 55.1 3.69 4.15 2.16 1.12 3.76 
Malathion 49.0 70.8 65.3 8.75 10.8 3.80 0.96 1.94 
Methibenzuron 66.0 98.3 78.2 5.29 12.1 1.14 0.27 0.59 
Metobromuron 46.3 50.0 43.5 5.73 1.53 1.19 0.60 1.71 
Metolachlor 65.3 59.2 61.1 3.60 7.31  2.14  0.21 0.47 
Metoxuron 71.5 83.5 106 12.1 8.48 9.84 0.23 0.51 
Monolinuron 48.8 50.0 58.1 2.36 6.71 1.41 0.19 0.71 
Nitenpyram 48.0 44.8 24.4 1.25 6.50 3.96 0.22 0.55 
O-methoate 64.3 56.4 64.6 4.27 8.64 3.38 0.53 1.60 
Parathion 100 66.9 52.1 24.7 9.29 2.81 0.88 2.88 
Pendimethalin 64.0 58.8 63.7 5.67 6.61 3.75 0.19 0.56 
Permethrin 43.0 28.0 23.6 9.07 3.60 1.70 0.23 0.56 
Phosmet 35.0 53.8 63.8 2.75 2.90 2.75 0.28 0.70 
Piperonyl butoxide 73.0 77.0 73.5 4.19 12.2 3.39 0.16 0.42 
Pyraclostrobin 62.7 80.2 95.0 7.23 6.63 8.84 0.25 0.67 
Pyrimethanil 63.5 79.6 73.0 3.59 13.3 1.42 0.49 1.10 
Sebuthylazin 81.3 97.4 108 6.65 8.98 8.37 0.20 0.44 
Simazine 97.3 77.9 91.9 10.1 8.01 3.90 0.26 0.66 
Spinosad 78.5 107 88.0 5.90 6.90 3.36 0.21 0.62 
Terbuthylazine 67.5 87.8 96.5 6.02 12.8 16.9 0.21 0.53 
Thiabendazole 86.0 100 60.0 14.0 20.8 5.58 0.16 0.42 
Thiacloprid 65.0 68.8 80.0 13.6 5.85 5.19 0.18 0.38 
Thiametoxam 50.0 77.2 48.0 13.2 14.4 11.0 0.27 0.72 
Trifloxystrobin 53.0 47.6 44.4 7.63 6.29 5.06 0.26 0.59 
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7.4 APPLICATION SUR DES BOLUS NON DOPÉS 
 
Un total de 1301 échantillons collectés dans des nids d’hirondelles bicolores entre 2013 
et 2016 à l’aide de la méthode décrite par Smits et al en 2005 (135) a été extrait avec la 
MASOE et analysée avec les paramètres présents dans le tableau 32. 
Parmi les 54 analytes, 25 ont été détectés mais non quantifiés (LOD < [analyte] < LOQ) 
et 19 ont été détectés et quantifiés (LOQ < [analyte]). Au total, des pesticides sont 
présents dans environs 30% des bolées et quantifiés dans 17% d’entre eux. Ces résultats 
soulignent la présence de plusieurs classes de PPCs dans les insectes consommés par les 
hirondelles bicolores. L’analyse multirésiduelle est un élément clé quant à la 
caractérisation d’une espèce à exposition chimique. L’impact des pesticides sur les 
hirondelles reste encore à compléter et fait part d’une étude en cour. Les résultats 
obtenus montrent tout de même que la MASOE est une méthode efficace pour détecter 
plusieurs classes de PPCs dans le régime alimentaire (insectes) des hirondelles bicolores 
(Tableau 35). 
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Tableau 34: Présence de PPCs dans des échantillons de bolées d'insectes analysés en 
utilisant la méthode MASOE développée. 
Analytes Fréquence 
de détection 
(‰) 
Fréquence de 
quantification  
(‰) 
Quantité min 
mesurée (ng,g-1) 
Quantité max 
mesurée (ng,g-1) 
Quantité moyenne 
mesurée (ng,g-1) 
Ecart 
type 
(%) 
1-naphtol 2.34 2.34 9.26 12.80 11.03 22.69 
Acetamiprid n.d. n.q. - - - - 
Aldicarb n.d. n.q. - - - - 
Aldicarb-sulfone n.d. n.q. - - - - 
Aldicarb-sulfoxide n.d. n.q. - - - - 
Atrazine 160 97.6 3.41 324 26.0 169 
Azinphos-methyl n.d n.q. - - - - 
Bendiocarb n.d. n.q. - - - - 
Bentazon 17.0 11.4 7.81 404 54.9 224 
Boscalid n.d. n.q. - - - - 
Carbaryl 6.81 2.27 10.20 13.80 12.0 21.2 
Carbendazim 3.41 2.27 4.38 5.43 4.9 15.1 
Carbofuran 1.14 n.q. - - - - 
Chlorfenvinphos n.d. n.q. - - - - 
Chlortoluron n.d. n.q. - - - - 
Chlorpyrifos 7.95 1.14 3.13 3.13 3.13 - 
Clothianidin 59.0 7.95 6.11 224 41.5 195 
Coumaphos n.d. n.q. - - - - 
Cyanazine n.d. n.q. - - - - 
Diazinon 4.54 2.27 2.27 6.25 4.26 66.1 
Dimethoate 1.14 n.q. - - - - 
Dinotefuran n.d. n.q. - - - - 
Diuron 1.14 1.14 4.46 4.46 4.46 - 
Fludioxonil 1.14 1.14 66.6 66.6 66.6 - 
Hexazinone 1.14 n.q. - - - - 
Imazethapyr 48.8 25.0 2.31 87.2 16.8 143 
Imidacloprid 4.54 n.q. - - - - 
Iprodione 1.14 1.14 25.0 25.0 25.0 - 
Isoproturon n.d. n.q. - - - - 
Kresoxim-methyl n.d. n.q. - - - - 
Linuron n.d. n.q. - - - - 
Malathion n.d. n.q. - - - - 
Methibenzuron n.d. n.q. - - - - 
Metobromuron n.d. n.q. - - - - 
Metolachlor 92.0 53.5 2.36 133 10.9 212 
Metoxuron n.d. n.q. - - - - 
Monolinuron n.d. n.q. - - - - 
Nitenpyram n.d. n.q. - - - - 
O-methoate n.d. n.q. - - - - 
Parathion 10.2 5.68 20.0 54.9 34.4 49.9 
Pendimethalin 2.27 2.27 35.0 53.5 44.3 29.6 
Permethrin n.d. n.q. - - - - 
Phosmet 3.41 n.q. - - - - 
Piperonyl butoxide n.d. n.q. - - - - 
Pyraclostrobin n.d. n.q. - - - - 
Pyrimethanil n.d. n.q. - - - - 
Sebuthylazin n.d. n.q. - - - - 
Simazine 2.27 1.14 5.15 5.15 5.15 - 
Spinosad  1.14 n.q. - - - - 
Terbuthylazine n.d. n.q. - - - - 
Thiabendazole 14.8 6.81 2.13 7.42 3.34 2.89 
Thiacloprid 11.4 6.81 2.39 93.6 18.8 61.1 
Thiametoxam 6.81 2.27 4.02 49.3 26.7 120 
Trifloxystrobin n.d. n.q. - - - - 
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7.5 CONCLUSION 
 
Savoir quels contaminants analyser est une chose, cependant savoir comment évaluer 
une contamination dans des individus est une tâche plus délicate. Une mesure directe 
nécessite la prise d’échantillons sanguins ou de plumes, cependant c’est une méthode 
invasive qui peut causer un stress important chez les oiseaux. En considérant que le 
principal vecteur d’exposition est leur alimentation, nous avons choisi de regarder la 
contamination de leur nourriture afin d’avoir une idée de la contamination à laquelle ils 
sont exposés. Il faut noter que la littérature concernant l’extraction de PPCs est 
exhaustive pour des matrices tels que les eaux, sols ou boues mais très peu 
d’information est disponible dans les insectes. La matrice utilisée est d’autant plus 
complexe que les insectes présents d’un échantillon à un autre sont différents. 
Les méthodes d’extractions existantes sont très variées et dépendent des analytes et des 
matrices étudiés. Cependant leur efficacité est généralement mesurée pour l’extraction 
d’un composé ou de plusieurs composés appartenant à la même famille chimique. 
L’analyse multirésiduelle de composés appartenant à plusieurs familles différentes est 
une tâche délicate de par leurs interactions variées avec la matrice ou les solvants utilisés 
pour leur extraction. La méthode QuEChERS (Quick Easy Cheap Efficient Rugged and 
Safe) introduite en 2003 par Anastassiades et al. (24) offre une solution à ce problème. 
Cette méthode est utilisée sur de nombreuses matrices pour une grande variété de 
composés (34,36,136) mais n’est pas adaptée pour la matrice utilisée ici.   
La méthode développée combine l’efficacité d’extraction d’une extraction assistée par 
micro-onde avec la versatilité de la méthode QuEChERS. Les taux de récupérations sont 
compris entre 31.5% (permetrhine) et 104% (iprodione) avec plus de la moitié étant 
supérieur à 50%. La précision des analytes a été calculée et ne dépasse pas 22% pour la 
totalité des molécules. Bien que la méthode sois développée pour l’analyse de PPCs 
dans des insectes, il est possible que cette méthode ait des performances satisfaisantes 
pour plusieurs autres matrices. Elle peut s’avérer être un excellent outil pour la 
recherche multirésiduelle de PPCs dans l’environnement.  
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L’objectif initial d’analyser des pesticides dans des bolées a pu être validé pour 54 
pesticides appartenant à plusieurs familles chimiques. Parmi les ~1400 échantillons 
analysés à l’aide de cette méthode, environ 30% d’entre eux ont au moins un pesticide 
détecté, et 17% des échantillons sont contaminés à une concentration quantifiable.  
 
 
